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1.  Einleitung 
 
1.1 Chemotherapie-Resistenzen in der Tumortherapie 
 
Bei der Behandlung maligner Tumore gehört die zytotoxische oder zytostatische 
Chemotherapie zu den Standardverfahren. Dabei stellt die Resistenz gegenüber der 
Chemotherapie klinisch das größte Problem dar (Colvin & Chabner, 1990). 
Primäre Therapieresistenz ist bereits vor dem Start der Behandlung in der 
Tumorstammzelle angelegt. Sekundäre Resistenzen treten im Laufe der 
Tumorentwicklung neu auf und beruhen auf einer Selektion von Tumorzellen, die 
gegenüber zytotoxisch wirkenden Substanzen weniger empfindlich sind. Diese 
sekundären Resistenzen entstehen über adaptive Mechanismen und werden durch die 
genetische Instabilität von Tumorzellen und durch den mutagenen Charakter vieler 
Zytostatika begünstigt (Griswold et al., 1981).    
Das klinische Bild der Chemotherapie-Resistenz ist multifaktoriell bedingt und schließt 
häufig pharmakologische, systemische und zellkinetische Faktoren ein, wobei jedoch 
meist die zelluläre Resistenz für ein Therapieversagen verantwortlich ist. (Skovsgaard et 
al., 1994)  
Diese veränderte Empfindlichkeit von Tumorzellen auf zellulärer Ebene gegen 
zytotoxisch wirksame Substanzen kann verschiedene Ursachen haben. Neben 
veränderter Transportfunktion und Veränderungen im zellulären Metabolismus kommt 
aufgrund der verwendeten DNA-reaktiven Chemotherapeutika eine Veränderung der 
DNA-Reparaturkapazität oder eine zelluläre Toleranz diesen Schäden gegenüber in 
Betracht (Brent et al., 1985; Curt et al., 1986; Harris & Hochhauser, 1992). 
In den folgenden Abschnitten werden deshalb die verschiedenen zellulären 













































Abb. 01: Mechanismen zellulärer Resistenz gegenüber Chemotherapeutika (nach Skovsgaard et al., 
1994) 
 
1.1.1  Transportsysteme  
 
Durch verzögerten zellulären Import oder gesteigerten Export wird die Menge der 
zytotoxischen Substanz im Intrazellulärraum wesentlich verringert. So ist eine Reihe von 
strukturell und funktionell ähnlichen Transmembranproteinen wie z.B. der ABC („ATP 
binding cassette“)-Transmembrantransporter bekannt. Diese führen über ein ATP 
abhängiges Effluxsystem zu einer Verminderung der zytotoxischen Wirkung (Gottesman 
et al., 2002; Kruh & Belinsky, 2003). Resistente Zellen weisen dabei häufig eine erhöhte 
Genexpression dieser Proteine auf und sind oft gleichzeitig kreuzresistent gegenüber 
einigen strukturell und funktionell unterschiedlichen zytotoxischen Substanzen.  
Insgesamt wird diese erhöhte Aktivität der Transportproteine, die eine zelluläre 
Resistenz bedingen, unter dem Begriff des MDR („multi drug resistance“)-Phänotyp 
zusammengefasst. 
Durch die hohe Expression der Effluxpumpe MDR 1 sind z.B. hämatopoetische 
Stammzellen vor der zytotoxischen Wirkung von Doxorubicin, Anthracyclinen und 
Taxanen geschützt (Chaudhary & Roninson, 1991; Gottesman & Pastan, 1993; Maze et 
al., 1997). Ein Einfluss einer veränderten Aufnahme-Kapazität auf die 
Resistenzentwicklung konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Bank et al., 1989). 
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1.1.2  Detoxifizierung  
 
Biotransformationsreaktionen, die durch so genannte „drug metabolizing enzymes“ 
(DMEs) katalysiert werden, können ebenso zur Resistenzentwicklung führen. Dabei wird 
im menschlichen Organismus zwischen Phase I- und Phase II-Reaktionen 
unterschieden.  
Bei Phase I-Reaktionen kommt es zur Einführung oder Umwandlung funktioneller 
Gruppen. Die Ausgangsstoffe werden durch Oxidations- und Reduktions-Reaktionen, 
sowie Methylierungen und Desulfurierungen verändert und biologisch inaktiviert.  
Wahrscheinlich als adaptive Antwort auf schädliche Umwelteinflüsse hat sich die 
bekannteste Gruppe etabliert: die Superfamilie der Cytochrom P 450 abhängigen 
Monooxygenasen (CYP 450) (Nebert & Gonzalez, 1987). In einigen Fällen (Pharmaka, 
Karzinogene) werden Fremdstoffe jedoch durch diese Umwandlung erst wirksam 
(Giftung). Die erhöhte Expression von CYP 450 bzw. einiger Unterfamilien konnte in 
einer ganzen Reihe humaner Krebserkrankungen nachgewiesen werden (Murray et al., 
1997). Durch die Erstellung von CYP 450 Profilen konnte eine selektive Aktivierung von 
zytotoxisch wirksamen Substanzen (z.B. Cyclophosphamid, Ifosphamid, Dacarbazin und 
Procarbazin) in Tumorzellen mit gesteigerter Genexpression im Vergleich zu 
Normalgewebe nachgewiesen werden (Patterson & Murray, 2002). Die tumorspezifische 
Wirkung dieser Chemotherapeutika hängt so unter anderem vom Aktivitätsgrad dieses 
Enzyms ab, so dass eine Depletion der CYP-Aktivität demnach zu einer zellulären 

















Abb. 02: Metabolische Aktivierung von indirekt DNA-reativen Substanzen durch das Cytochrom P 
450 System (nach Nebert et al.,1982). Durch das Cytochrom P 450 System kann es zur Bildung 
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Die Resistenz gegenüber Cyclophosphamid kann außerdem durch eine erhöhte Aktivität 
des Enzyms Aldehyddehydrogenase (aus der Klasse der Oxidoreduktasen) vermittelt 
werden (Kastan et al., 1990). 
Bei Phase II-Reaktionen kommt es zur Konjugation mit sehr polaren, negativ geladenen 
Molekülen. Dadurch werden die Metabolite gut wasserlöslich und können mit Galle oder 
Harn ausgeschieden werden. 
Bei der Entgiftung sowohl von endogenen als auch von exogenen toxischen und 
elektrophilen Substanzen spielt die Gruppe der Glutathion-S-Transferase (GST) 
zusammen mit SH-Gruppen tragenden Proteinen wie Metallothionein und Glutathion 
(GSH) eine wichtige Rolle (Chao, 1996). Erhöhte GST Aktivität kann so über einen 
veränderten Zytostatika-Metabolismus zur zellulären Resistenz führen (Morrow & 
Cowan, 1990). Alkylierende Substanzen wie z.B. Chlorambucil, Melphalan oder 
Cyclophosphamid-Metabolite wurden dabei als GST-Substrate identifiziert (Townsend & 
Tew, 2003). Allerdings wurden keine Aktivitätsunterschiede von GST, erniedrigte 
Spiegel von GSH oder Veränderungen der Metallothionein mRNA-Expression zwischen 
sensitiven und resistenten CLL-Lymphozyten gefunden (Bramson et al., 1995a & 
1995b). 
 
1.2 Resistenzentwicklung und DNA-Reparatur 
 
Durch DNA-Reparaturmechanismen können Zellen schadhafte Veränderungen der 
DNA-Struktur beseitigen. Dadurch wird die Integrität der DNA, die ständig durch 
endogene Toxine (z.B. freie Radikale) aus dem zellulären Umfeld und exogene Noxen 
(z.B. Karzinogene, UV-Licht) bedroht wird, gewährleistet. Zur Aufrechterhaltung der 
genomischen Stabilität und zur Weitergabe der unveränderten genetischen Information 
an die Tochterzelle, gibt es eine Vielzahl von DNA-Reparaturmechanismen (Christmann 
et al., 2003; Sancar et al., 2004). Dieses DNA-Reparatursystem besteht aus teilweise 
sehr selektiv auf bestimmte Schadenstypen reagierenden Systemen, andere 
Reaktionswege weisen hingegen eine sehr breite Substratspezifität auf. Vielfach beruht 
die Wirkung der z.Z. klinisch gebräuchlichen Chemotherapeutika auf einer Interaktion 
und / oder Schädigung genomischer DNA. Daher spielen DNA-Reparaturprozesse in 
der Resistenzentwicklung gegenüber einer Chemotherapie eine große Rolle (Barret & 
Hill, 1998; Chaney & Sancar, 1996; Drablos et al., 2004; Madhusudan & Middleton, 
2005; Panasci et al., 2001).  
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Vor allem für die Gruppe der alkylierenden Agenzien wurde der Zusammenhang 
zwischen DNA-Reparaturkompetenz der Zielzellen und Zytotoxizität nachgewiesen 
(Baer et al., 1993; Dolan et al., 1989; Lijinsky et al., 1994). Es zeigt sich auch, dass 
bestimmte DNA-Schäden parallel durch verschiedene Mechanismen eliminiert werden 
können, so dass alternative Reparaturwege möglich sind (Bronstein et al., 1992) (Abb. 
3). 
 
1.2.1 Einschritt Reparatur durch O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
 
Durch die Einwirkung von alkylierenden Substanzen, wie Methyl- oder Ethyl-
Nitrosoharnstoff (MeNU, EtNU) kommt es zur Bildung von unterschiedlichen N- und O-
alkylierten Purinen und Pyrimidinen in der DNA. Obwohl das Addukt O6-Alkylguanin nur 
etwa 8 % der Alkylierungsschäden der DNA ausmacht, stellt es aufgrund seiner sowohl 
zytotoxischen als auch mutagenen Wirkung eine kritische Läsion für die Zelle dar 
(Beranek, 1990). Durch die veränderten Eigenschaften von O6-Methylguanin bzw. O6-
Ethylguanin kommt es in replizierenden Zellen in der Basenpaarungsregion des 
Guanins zu einem Fehleinbau von Thymin anstelle von Cytosin in den neu 
synthetisierten Strang (Christmann et al., 2003). Dieser Schadenstyp wird mit einem 
Einschritt-Reparaturmechanismus durch die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
(MGMT) beseitigt, welche die Alkylgruppe aus der DNA auf das aktive Zentrum des 
Enzyms überträgt (Pegg et al., 1995; Zak et al., 1994). Durch die Übertragung der 
Alkylgruppe wird das Enzym irreversibel inaktiviert und proteasomal degradiert. Daher 
wird, falls nur eine begrenzte Menge des Enzyms vorhanden ist, ein anfangs schneller 
Transfer der Methyl- bzw. Ethyl-Gruppen durch den Verbrauch des Enzyms limitiert 
(Lindahl et al., 1982). Durch die unvollständige Reparatur dieser Addukte kommt es 
neben den oben genannten Mutationen außerdem zu einer Akkumulation von DNA-
Strangbrüchen mit daraus resultierender Induktion der Apoptose. Während eine 
Überexpression von MGMT vor Nitrosoharnstoff-induzierten T-Zell-Lymphomen in 
hämatopoetischen Stammzellen schützt (Dumenco et al., 1993; Reese et al., 2001) und 
bei Mäusen zu einer niedrigeren Mutationsfrequenz in der Leber führt (Zhou et al., 
2001), kommt es bei MGMT-defizienten Zellen zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber 
O6-Methylguanin, da sie diesen Schadenstyp nicht reparieren können (Day et al., 1980, 





































Abb. 03: Überblick über die verschiedenen Reparaturwege bei der Prozessierung von DNA-Schäden. 
Einschritt-Reparatur (MGMT), Basen-Exzisions-Reparatur (BER), Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
(NER) und Mismatch-Reparatur (MMR). (Modifiziert von T. Bracker (IFZ) nach Christmann et al., 
2003 und Sancar et al., 2004) 
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Sensitivität gegenüber O6-Methylguanin bzw. O6-Ethtylguanin im Vergleich zu 
Wildtyptieren (Shiraishi et al., 2000). Eine Regulation der Expression von MGMT erfolgt 
durch die endogene Methylierung des Genpromoters bzw. des Gens. Die Methylierung 
des Promoters führt zu einer Inhibition der Genexpression und so zu einer 
Sensitivierung gegenüber alkylierenden Substanzen (Qian et al., 1995), während die 
Methylierung der Gensequenz selbst eine Überexpression hervorruft und mit einer 
Resistenz gegen chloroethylierende Substanzen korreliert ist (Christmann et al., 2001). 
 
1.2.2 Mismatch-Reparatur  
 
Die Hauptaufgabe des Mismatch-Reparatur (MMR)-Systems, das aus etwa 15 
unterschiedlichen Proteinen besteht, liegt in der Detektion und Entfernung von 
fehlerhaften Basenpaaren in der DNA. Hauptsächlich entstehen diese in der Zelle durch 
Replikationsfehler der DNA-Polymerasen, aufgrund spontaner Basen-Deaminierung,      
-Oxidation bzw. -Methylierung (Modrich & Lahue, 1996; Umar & Kunkel, 1996), oder 
während der DNA-Reparatur (Iyer et al., 2006). 
Auch chemisch induzierte DNA-Schäden, wie O6-Methylguanin und durch Cisplatin 
induzierte G-G Intrastrang-Verknüpfungen können von MMR-Enzymen (MSH2/6-
Komplex) identifiziert werden (Duckett et al., 1996; Mello et al., 1996). Der Erkennung 
der Basenfehlpaarung folgt die Exzision aus dem DNA-Strang durch Rekrutierung des 
MLH1/PMS2-Proteinkomplexes, daraufhin werden Reparatursynthese und Ligation 
eingeleitet (Christmann et al., 2003). 
Während in Prokaryoten zur Unterscheidung von korrektem und inkorrektem Strang, 
direkt nach der DNA-Replikation der Mutterstrang durch spezielle Enzyme methyliert 
und damit als korrekt gekennzeichnet wird (Wagner & Meselson, 1976), ist in 
Eukaryoten ein Mechanismus zur Unterscheidung der Stränge nicht bekannt. 
Dies kann dazu führen, dass nicht reparierte O6-Methylguanin-Reste (siehe 1.2.1), zwar 
vom MMR-System als Fehlpaarung erkannt werden, dieses System dann aber in den 
(nicht beschädigten) Gegenstrang einschneidet. Die vergeblichen Reparaturversuche 
(„futile repair“) können während der DNA-Replikation zu DNA-Doppelstrangbrüchen 
führen, wodurch letzten Endes die Apoptose eingeleitet wird (Kaina, 2004). So können 
verschiedene Reparaturwege, hier MGMT und MMR, auf die Zytotoxizität eines 
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Wichtig ist das MMR-System vor allem für die Aufrechterhaltung essentieller  
Stammzellfunktionen, wie z.B. der Repopulationskapazität (Park & Gerson, 2005). Im 
Gegensatz zu Wildtypzellen konnten transplantierte Stammzellen aus dem 
Knochenmark von MMR-„knock-out“ Mäusen die Hämatopoese von bestrahlten 
Empfängertieren nicht wiederherstellen (Reese et al., 2003). Die wichtigste Funktion 
liegt allerdings in der Aufrechterhaltung der genetischen Stabilität und genomischen 
Integrität der Zelle. So ist die häufigste genetische Krankheit eine spezielle Form des 
Darmkrebses (HNPCC „hereditary nonpolyposis colorectal cancer“), aber auch 
Lymphome und Leukämien sind auf Defekte im MMR-System zurück zu führen 
(Aaltonen et al., 1993; Lynch et al., 1993).    
 
1.2.3 Basen-Exzisions-Reparatur  
 
Über den Mechanismus der Basen-Exzisions-Reparatur (BER) können neben 
verschiedenen modifizierten Basen, wie z.B. N-alkylierten  Purinen (7-Methylguanin, 3-
Methyladenin, 3-Methylguanin) und deaminiertem Cytosin auch Oxidationsschäden (8-
oxoguanin) beseitigt werden (Nilsen & Krokan, 2001). Diese Schäden können spontan 
auftreten oder endogen z.B. durch freie Radikale verursacht werden. Auch abasische 
Stellen (bzw. Apurin- [AP] Stellen) die durch Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung 
der Purine (und im geringen Ausmaß auch der Pyrimidine) entstehen, werden über 
diesen Mechanismus entfernt. Wenn sie hingegen unrepariert bleiben, so wirken sie 
hochgradig zytotoxisch und mutagen und können zu Einzelstrangbrüchen führen 
(Lindahl et al., 1972 & 1993; Nakamura et al., 1998;). Auch exogene Karzinogene wie 
Nitrosamine oder Chemotherapeutika wie DTIC oder Temozolomid können zu 
geschädigten Basen führen, die über die BER effektiv entfernt werden. 
In Säugetierzellen sind über zehn verschiedene DNA-Glykosylasen wie z.B. MYH 
bekannt, die zum Teil hochspezifisch Basenmodifikationen erkennen und die betroffene 
Base durch hydrolytische Spaltung der N-glykosidischen Bindung entfernen (Schaerer & 
Jirincy, 2001). Die so entstandene abasische Stelle dient als Ansatzpunkt für die 5’-AP-
Endonuklease (APE), welche die Phosphodiester-Bindung einschneidet und so zu 
einem DNA-Strangbruch führt.  
In der „short-patch“ Reparatur wird durch die dRPase (DNA-
Deoxyribophosphodiesterase) Aktivität von DNA-Polymerase β (Pol-β) der 5’-
Deoxyribose-5’-Phosphat-(dRP) Rest entfernt und anschließend ein Nukleotid neu 
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eingesetzt. Die Ligation erfolgt anschließend über den DNA-Ligase III - XRCC 1 - 
Komplex (Cappelli et al., 1997; Dianov et al., 1992; Nash et al., 1997). 
Bei der „long-patch“ Reparatur wird ein dRP-Rest, der nicht direkt entfernt werden kann 
(Gary, 1999), durch die Exzision eines Oligonukleotids durch die Pol-β (Dianov et al., 
1999; Klungland et al., 1997) oder DNA-Polymerasen δ / ε entfernt (Matsumoto et al., 
1999; Pascucci et al., 1999). Die abschließende Ligation erfolgt durch DNA-Ligase I 
oder III (Klungland et al., 1997). 
Dabei können identische Läsionen in Abhängigkeit vom Zellzyklus über unterschiedliche 
Wege (short- vs. long-patch) repariert werden (Nilsen & Krokan, 2001). 
Eine funktionierende BER scheint essentiell für Säugetiere, da alle Versuche, 
homozygote BER-„knock-out“ Mäuse zu etablieren, an der embryonalen Letalität 
gescheitert sind. Dies scheint daran zu liegen, dass die dPRase-Aktivität von Pol-β nicht 
durch andere Enzyme kompensiert werden kann (Dianov et al., 1999; Sobol et al., 
2000). Daher ist, im Gegensatz zu anderen Reparaturwegen, kein humanes 
genetisches Syndrom bekannt, das auf einem Defekt dieser BER-Gene beruht (Park & 
Gerson, 2005). 
 
1.2.4 Nukleotid-Exzisions-Reparatur   
 
Durch das Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)-System werden vor allem exogen 
induzierte DNA-Schäden beseitigt, die eine größere Störung der DNA-Doppelhelix 
erzeugen. Die für diesen Reparaturweg relevantesten DNA-Schäden sind die durch UV-
Licht hervorgerufenen Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere und 6-4-Photoprodukte, durch 
DNA-reaktive Substanzen induzierte Inter- und Intra-Strang Quervernetzungen, sowie 
z.B. durch Benzpyren oder Aflatoxin hervorgerufene „unförmige“ („bulky“) Modifikationen 
(Fiedberg et al., 2001; Hanawalt, 2001; Mullenders & Berneburg, 2001). 
Zwei Untersysteme der NER können dabei unterschieden werden (Hanawalt et al., 
2003; Pastoriza Gallego & Sarasin, 2003):  
Die Transkriptions-unabhängige Reparatur des gesamten Genoms (global genomische 
(GG)-NER) erfolgt über den XPC-hHR23B Komplex, der die DNA-Schäden erkennt, die 
Struktur der DNA-Doppelhelix verändert und die weiteren Reparaturenzyme rekrutiert 
(Masutani et al.,  1994; Sugasawa et al., 1998; Venema et al., 1990).  
Bei der Transkriptions-gekoppelten (TC)-NER wird die DNA-Schädigung bei der 
Transkription aktiver Gene durch den RNA-Polymerase II-Komplex identifiziert, sobald 
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dieser auf die Läsion trifft. Dies führt zur Rekrutierung von CSA- und CSB-Proteinen 
(Hanawald, 2002).  
Die weiteren Schritte der NER sind identisch und beginnen mit dem Multienzymkomplex 
TFIIH, dessen Untereinheiten XPB und XPD Helikase-Aktivität besitzen und so die DNA 
an der Stelle der Läsion aufwinden (Schaeffer et al., 1993 &1994). Die Exzision eines 
27-30 Nukleotide langen DNA-Fragments, das die Läsion enthält, erfolgt durch die 
Endonukleasen ERCC1/XPF und XPG (Sijbers et al., 1996). Die Auffüllung der 
Reparaturlücke erfolgt mit Hilfe der DNA-Polymerasen δ und ε, der anschließende 
Verschluss durch die DNA-Ligase I (Bohr et al., 1985; Mellon et al., 1987). 
Der Ausfall einzelner NER-Enzyme führt zur Xeroderma pigmentosa (XP) mit extremer 
Photosensitivität und einer Prädisposition zum Hautkrebs. Dementsprechend wurden 
auch die NER-Gene XPA bis XPG benannt. Die hohe Inzidenz von Hautkrebs beruht auf 
den mutagenen Wirkungen von DNA-Photoprodukten nach Sonnenlichtexposition, die 
nicht repariert werden können (Cleaver, 2005). Bei dem Cockayne-Syndrom (CS) liegen 
andererseits Defekte von den bei der TC-NER benötigten Genen CSA oder CSB 
zugrunde (Andressoo & Hoeijmakers, 2005; van Hoffen et al., 1993). Diese Patienten 
zeigen schwere Entwicklungsstörungen und neurologische Ausfälle, haben allerdings 
kein erhöhtes Tumorrisiko (Nance & Berry, 1992). Hier führt die fehlende Reparatur 
aktiver Gene eher zu einer gesteigerten Apoptose-Rate und somit zum Zelluntergang, 
als zur Akkumulation von DNA-Schäden wie bei der XP. 
 
1.2.5 Doppelstrangbruch-Reparatur  
 
Von den vielen DNA-Schäden die durch endogene und exogene Faktoren verursacht 
werden sind Doppelstrangbrüche (DSB) die wahrscheinlich gefährlichsten, da sie durch 
Chromosomenaberrationen die genomische Integrität am meisten gefährden und 
außerdem ein hohes zytotoxisches Potential besitzen (Dikomey et al., 1998; Lips & 
Kaina, 2001; Pfeiffer et al., 2004).  
Induziert werden sie z.B. durch freie Sauerstoff-Radikale, ionisierende Strahlung und bei 
einer DNA-Replikation die über einen Einzelstrangbruch hinweg erfolgt (Hoeijmakers, 
2001). Andererseits entstehen regelmäßig endogene DSB bei der V(D)J-Rekombination 
und bilden so die Basis für die Antigenvielfalt der Immunglobuline (Fugmann et al., 
2000; Lieber et al., 2004).  
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Für die Reparatur gibt es zwei verschiedene Wege, die in Abhängigkeit vom Zellzyklus 
aktiv werden. Einerseits durch „non-homologous end-joining“ (NHEJ) bei ruhenden 
Zellen in der G1/G0-Phase des Zellzyklus (Cromie et al., 2001; Haber, 2000), 
andererseits die homologe Rekombination (HR), die in der S- und G2-Phase vorherrscht 
(Johnson & Jasin, 2000; Takata et al., 1998) (Abb. 4). 
Durch das NHEJ werden die benachbarten Enden eines DSB miteinander verbunden 
(Lieber et al., 2004). Dazu bindet am Anfang ein Heterodimer aus Ku70 und Ku80 an die 
freien DNA-Enden und rekrutiert die katalytische Untereinheit der DNA-abhängigen 
Protein-Kinase (DNA-PKcs). Die Prozessierung des DSB erfolgt durch einen Komplex 
aus DNA-Ligase IV und XRCC4 (Critchlow et al., 1997; Li et al., 1995;). Da bei diesem 
Reparaturweg keine Sequenzhomologie notwendig ist, ist das NHEJ relativ 
fehleranfällig, außerdem gehen häufig mehrere Nukleotide während des 
Reparaturvorgangs verloren. Im Gegensatz dazu arbeitet die HR fehlerfrei, da eine 
DNA-Sequenz auf dem Schwesterchromatid als Vorlage verwendet wird (Wyman et al., 
2004). Die Erkennung des DSB erfolgt durch die Protein-Kinase ATM („ataxia 
telangiectasia mutated“), die daraufhin eine Reihe von DNA-Reparaturfaktoren und 
Zellzyklus-Regulatoren aktiviert (Kurz & Lees-Miller, 2004; Suzuki et al., 1999; Yang et 
al., 2004). Es folgt die Nukleotid- Resektion in 5’-3’ Richtung durch einen Komplex  aus 
RAD50, Mre11 und Nbs1. RAD52 bindet nun an die DSB-Enden und RAD51 interagiert 
mit einem unbeschädigten DNA-Molekül. Sobald eine homologe Region gefunden ist, 
katalysieren sie den Strang-Austausch. Dieser Ablauf wird zusätzlich von RPA 
(„replication protein A“) beeinflusst (Petukhova et al., 1998). DNA-Polymerase kopiert 
die Informationen des unbeschädigten Partnerstrangs und die Enden werden durch 
DNA-Ligase I verknüpft, anschließend folgt die „branch migration“ und die Auflösung der 
entstandenen „Holliday“-Struktur (Constantinou et al., 2001; Wyman et al., 2004).  
Eine Mutation, die zum Ausfall von ATM führt, hat die autosomal rezessiv vererbbare 
Krankheit Ataxia teleangiectatica (AT) zur Folge, die durch erhöhte Strahlungs-
Sensitivität, Immundefizienz und ein hohes Leukämie- und Krebs-Risiko gekennzeichnet 
ist (Lavin et al., 2005). Ein Ausfall von ATR (einem dem ATM ähnlichen Protein) führt 
bei Mäusen zu embryonaler Letalität (Brown & Baltimore, 2000). 
Ist der NHEJ-Prozess beschädigt, kommt es hingegen zu einer schweren 
Immundefizienz (SCID-Phänotyp) durch eine gestörte Lymphozyten-Entwicklung 
(Schwarz et al., 2003) und einer erhöhten Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung 
(Riballo et al., 1999). Viele maligne Erkrankungen des lymphatischen Systems sind auf 
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chromosomale Schäden zurück zu führen, die aufgrund einer fehlerhaften DSB-
Reparatur während der V(D)J-Rekombination entstanden sind (Korsmeyer, 1992; 
Rabbitts, 1994; Vanasse et al., 1999).     
 
Abb. 04: Überblick über die verschiedenen Reparaturwege bei der Prozessierung von 
Doppelstrangbrüchen. Homologe Rekombination (HR) und „non-homologous end-joining“ 
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1.3 Chronisch lymphatische Leukämie und DNA-Reparatur 
 
Von den zuvor beschriebenen Reparaturwegen sind die meisten in etablierten 
Zellkultursystemen oder murinen Modellen gut untersucht. Allerdings wird die 
Untersuchung einzelner Reparaturwege dem komplexen Netzwerk ineinander 
greifender Reparaturmechanismen, die wiederum mit einer Vielzahl anderer 
biochemischer und genetischer Funktionen der Zelle interagieren, nicht gerecht (Barrett 
& Hill, 1998; Friedberg et al., 1995). So zeigt sich, dass die Reparatur von DNA-
Schäden innerhalb eines Genoms mit unterschiedlicher Effizienz ablaufen kann, z.B. in 
Abhängigkeit der Zellzyklus-Phase (Johnson & Jasin, 2000) oder einer laufenden 
Transkription (Link et al., 1992; May et al., 1993; Thomale et al., 1994b). 
 
Da die verwendeten Zell-Linien oder murinen Zellen häufig keine primären Tumorzellen 
sind, gibt es durch die unterschiedliche Herkunft und die oft unzureichende 
Charakterisierung der Zellen eine große biochemische und genetische Varianz.  Auch 
kommt es bei Zell-Linien häufig zur Ausbildung von resistenten Sub-Klonen, die zu 
widersprüchlichen Ergebnissen führen, so dass die Relevanz der Resultate für die 
klinische Situation nur schwer zu beurteilen ist. 
 
Eine wichtige Vorraussetzung bei der Planung dieser Arbeit war daher die Festlegung 
auf ein geeignetes Modell primärer Tumorzellen des Menschen, um eine kausale 
Verknüpfung von DNA-Reparatur und Resistenz-Entwicklung aufzeigen zu können. 
Daher wurde als klinisches Modell zur Untersuchung dieser Zusammenhänge die 
chronisch lymphatische Leukämie (CLL) gewählt, die im Folgenden vorgestellt wird. 
 
Die CLL ist mit 31 % die häufigste Form der Leukämie (Non-Hodgkin-Lymphom) im 
Erwachsenenalter in der westlichen Welt. Die Inzidenz liegt bei 3 pro 100.000 
Einwohner. Mit einem Altersmedian von 70 Jahren ist sie vor allem eine Erkrankung des 
höheren Lebensalters. Während die CLL vor dem 40. Lebensjahr sehr selten ist,  steigt 
die Inzidenz mit zunehmendem Alter rasch an (Havlik et al., 1994). Bisher sind keine 
Umwelteinflüsse (z.B. ionisierende Strahlung oder karzinogene Substanzen) bekannt 
die die Entstehung einer CLL begünstigen (Yanagihara et al., 1998).  
CLL-Lymphozyten sind in 95 % der Fälle monoklonale, immuninkompetente B-Zellen (in 
5 % T-Zellen), die im peripheren Blutausstrich morphologisch wie reife Lymphozyten 
1. Einleitung 
 
  19   
erscheinen und vom Reifungsgrad zwischen den Prä-B-Zellen und den reifen B-Zellen 
liegen. 
Dabei liegt der Akkumulation von B-Zellen nicht eine gesteigerten Proliferation eines 
malignes Klons, sondern oft eine Überexpression anti-apoptotischer Gene zugrunde, 
wodurch die Zellen dem programmierten Zelltod entgehen und in der G1/G0-Phase des 
Zellzyklus arretiert sind (Caligaris-Cappio, 2000; Granziero et al., 2001; Hanada et al., 
1993).  
Auch wenn einige B-CLL-Fälle chromosomale Translokationen zeigen, gibt es bisher 
keine kennzeichnende wiederkehrende genomische Alteration, sondern eher eine 
allgemeine genomische Instabilität, die gehäuft zu Chromosomen-Aberrationen führt 
(Stilgenbauer et al., 2000). 
Klinisch zeigen die Patienten mit CLL einen sehr variablen Verlauf. Während in ca. 30 % 
der Fälle trotz langen Krankheitsverlaufs nie eine Behandlung notwendig ist, kommt es 
bei anderen zu einer raschen Progredienz, die eine sofortige Therapie notwendig macht 
(Dighiero & Binet, 2000). 
Die Standardbehandlung besteht in der palliativen Chemotherapie mit alkylierenden 
Substanzen wie Chlorambucil oder Cyclophosphamid, zum Teil in Kombination mit 
Kortikosteroiden, Adriamycin oder Vincristin. Chlorambucil weist neben seiner guten 
Wirksamkeit eine gute Verträglichkeit auf und kann bei vielen Patienten über einen 
langen Zeitraum eingesetzt werden (Dighiero et al., 1998). Die im Krankheitsverlauf 
auftretende Resistenz gegen die initiale Medikation erfordert die Behandlung mit 
alternativen Therapien. Deren Wirkungsweise sollte sich von den bisher eingesetzten 
Medikamenten, die zur Resistenzentwicklung geführt hat, unterscheiden. 
So erfolgt die Therapie bei Patienten, die nicht mehr auf die initiale Chemotherapie 
ansprechen, mit dem Purin-Analogon Fludarabin und 2-chlorodeoxyadenosin plus 
Deoxycoformycin (ein Inhibitor der Adenosin-Deaminase) (Rai et al., 2000). Neue 
Therapieoptionen sind unter anderem Rituximab und Alemtuzumab (anti-[CD20]- bzw. 
[CD50]-Antikörper) (Keating et al., 2002a & 2002b) und die allogene Knochenmarks-
Transplantation (Keating, 2001; Kipps, 2002). 
 
Die im Vergleich mit nahezu allen epithelialen Tumoren anfangs gute Ansprechrate von 
CLL-Patienten auf die Chemotherapie zeigt die initiale Sensitivität der malignen B-Zellen 
gegenüber DNA-schädigenden Substanzen (Buschfort et al., 1997; Myllyperkio et al., 
2000). Im weiteren Verlauf kommt es häufig zu einer Resistenzentwicklung gegenüber 
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zytotoxischen Substanzen (Bosanquet & Bell, 1996), wobei durch in vitro 
Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass die klinische Resistenz gleichbedeutend 
mit zellulärer Resistenz ist (Bramson et al., 1995; Silber et al., 1994). 
 
Die CLL bietet einige Vorteile, die diese Tumorerkrankung zu einem gut geeigneten 
Modellsystem zur Untersuchung von DNA-Reparaturmechanismen bei der Resistenz-
Entwicklung in der Tumortherapie machen: 
 
-homogene Populationen primärer CLL-Lymphozyten sind aus dem peripheren Blut 
leicht zu  isolieren 
-gute Charakterisierbarkeit der Zellen anhand von Zelloberflächen-„Markern“ 
-Arretierung der Tumorzellen in der G1/G0-Phase des Zellzyklus 
-Resistenzentwicklung gegenüber DNA-reaktiven Substanzen, nach zunächst gutem 
Ansprechen auf die Therapie 
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1.4    Das DNA-Reparatur-Netzwerk (Aufgabenstellung) 
 
Die vielfältigen Möglichkeiten einer Tumorzelle DNA-Schäden zu reparieren zeigen, 
dass der Anteil der prozessierenden DNA-Reparaturwege und die gesamte 
Reparaturkapazität bekannt sein müssen, um einen optimalen zytotoxischen Effekt der 
Chemotherapie zu ermöglichen.  
Die intensive Erforschung von DNA-Reparaturprozessen zeigt bei Pro- und Eukaryoten 
ein komplexes Netzwerk ineinander greifender Reparaturmechanismen, die wiederum 
mit einer Vielzahl anderer biochemischer und genetischer Funktionen der Zelle 
interagieren. 
Da die meisten Forschungen mit abgeleiteten Zelllinien oder murinen Zellen erfolgen 
oder sich auf einzelne Reparaturwege konzentrieren, sind für primäre humane Zellen 
die komplexen Regulationsmechanismen des DNA-Reparatur-Netzwerks nicht 
vollständig bekannt. 
Ziel dieser Arbeit war es, anhand von Genexpressionsanalysen den Stellenwert der 
einzelnen Reparaturwege zu ermitteln sowie genetische Verknüpfungen und 
Regulationsmechanismen im Sinne eines „DNA-damage response networks“ 
aufzuzeigen. Weiterhin sollte die Kapazität von CLL-Lymphozyten zur Reparatur 
zytotoxischer DNA-Läsionen bestimmt werden und mit der individuellen 
Reparaturantwort auf Transkriptionsebene korreliert werden. 
Diese Untersuchungen sollen dazu betragen in Zukunft die koordinierte Zellantwort auf 
DNA-Schäden besser zu verstehen und so durch eine optimierte Chemotherapie 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Verwendete Materialien 
 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
 
Alkylanzien:  N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU) von Serva (Heidelberg), 
Melphalan von Sigma (Deisenhofen) und Cisplatin als „Platinex“-Lösung von Bristol 
Arzneimittel (München). 
Antikörper:  Monoklonaler Antikörper (MAK): 7-26 Maus IgG anti-[Deoxycytidine] 
von Chemicon International (Temecula, USA). Zweit-Antikörper: IgG F[ab]2-Fragmente 
Ziege anti-[mouse IgG] Antikörper, markiert mit ALEXA FLUOR 488 (Affinitätsgereinigt 
und gegen Rinder-, Ziegen-, Menschen-, Hasen- & Ratten-IgG ausselektiert) von 
Molecular Probes (Leiden, Niederlande). Verwendete Antikörper zur Zellseparation: 
Anti-CD19 von Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach) und Rosette Sep von Stem Cell 
Technologies (Vancouver, Kanada).  
DNA Farbstoffe:  4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) und Ethidiumbromid von Merck 
(Darmstadt), SYBRTM Green I von MoBiTec (Göttingen) bezogen. Eindeckmittel: Pro-
Long Anti-Fade™ von Molecular Probes (Leiden, Niederlande). 
Chemikalien für die Molekularbiologie: Verwendetes Wasser: H2O (HPLC-
Reinheitsgrad) von Merck (Darmstadt) oder Ampuwa von Fresenius (Bad Homburg). 
Enzyme: T7 Polymerase von Becton Dickenson (Heidelberg), RNAse T1 und RNAse A, 
sowie Proteinase K von Boehringer (Mannheim), DNase von Qiagen (Hilden). Cy3- und 
Cy5-Aminoallyl-UTP™ von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg); Oligo (dT)20 
Primer von  MWG-Biotech AG (Ebersberg). RNase Away von Molecular BioProducts 
(Leiden, Niederlande) bzw. RNase Zap von Ambion (Austin, Texas, USA).  
Agarosen:  Seakem LE und NuSieve GTG für die Einzelzell-Elektrophorese und 
Biozyme DNA Agarose für den Plasmid-Relaxations-Assay stammten von FMC 
Bioproducts, Biozyme, Hameln. 
Kits:   RNeasy Total RNA (Mini & Midi) Kit von Qiagen (Hilden); PAXgene Blood 
RNA Kit von PreAnalytiX (Hombrechtikon, Schweiz); High Pure RNA Tissue Kit von 
Roche (Mannheim), RiboGreen RNA-Quantifizierungs Kit von Molecular Probes (Leiden, 
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Niederlande); Megascript T7 Kit von Ambion (Austin, Texas, USA); cDNA Synthesis 
System von Roche (Mannheim). 
Verbrauchs-Chemikalien:  EDTA (Titriplex II), Ethanol (97 %), DMSO 
(Dimethylsulfoxid), Glycerin, HEPES, Methanol, Silikonlösung und Tris von Merck 
(Darmstadt). Bromphenolblau, Xylencyanol, Triton-X-100, DNAse freies 
Rinderserumalbumin (BSA), Morpholin-Ethan-Sulfonsäure (MES) NaCl und NaOH, 
stammten von Serva (Heidelberg); Casein, DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat), Formamid 
und SDS (Natrium-Dodecylsulfat) von Sigma (Deisenhofen). Sämtliche Substanzen 
wiesen mindestens den Reinheitsgrad „pro analysi“ (p.a.) auf. Milchpulver von Spinnrad 
(Gelsenkirchen). 
Verbrauchs-Materialien:   Sterilfilter von Schleicher & Schuell (Dassel), 
Mikrotiterplatten von Greiner (Nürtingen). Zellkultur-Röhrchen von Renner (Konstanz), 
96er Mikrotiter-Platte von Limbro Division Flow Laboratories (Hamden, Connecticut 
USA). Sterile Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße von MoBiTec (Göttingen); 
Oberflächen-optimierte Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße von Nerbe Plus (Winsen). 
Vacutainer™ Whole Blood Tubes mit  Heparin CPT™ von Becton Dickenson 
(Heidelberg). 
 
2.1.2 Puffer und Lösungen 
 
2.1.2.1 Puffer und Lösungen für Nitrosoharnstoffe 
EtNU (100 mg/ml) und Melphalan (1 mg/ml) wurden als Stamm-Lösung in DMSO bei        
-20°C aufbewahrt. Cisplatin wurde aus der käuflichen frischen Infusionslösung verdünnt. 
Da EtNU in wässriger Lösung wenig stabil ist (Halbwertzeit < 9 Minuten, Goth & 
Rajewsky, 1972) wurde die Konzentration vor dem Gebrauch spektrophotometrisch in 
MES-Puffer bestimmt, die darauf folgende Inkubation der Zellen erfolgte in 
Alkylierungspuffer. Melphalan und Cisplatin wurden direkt vor der Inkubation verdünnt in 
RPMI 1640-Medium supplementiert mit 1 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat, 1 mM nicht-
essentiellen Aminosäuren und 8 µg Refobazin/ ml. 
 
MES-Puffer  
(pH 7.25)  60 mM NaCl 
1 mM 2-Morpholin-Ethan-Sulfonsäure   
0.5 mM EDTA 
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Alkylierungspuffer 
PBS++ mit  25 mM HEPES 
 
2.1.2.2 Lösungen und Medien für die Zellkultur 
 
RPMI-1640 Medium und Trypsin-Lösung (2.5 g/l in PBS) von Gibco (Eggenstein), 
fötales Kälber-Serum (FBS) von Seromed (Berlin), Trypanblau-Färbelösung, Glutamin, 
Pyruvat und essentielle Aminosäuren von Merck (Darmstadt).  
 
PBS 
(pH 7.25)  137  mM NaCl 
   2.7 mM KCl 
   8.1 mM Na2PO4 
   1.5 mM KH2PO4 
PBS++ 
PBS mit  0.9 mM CaCl2  
MACS-Puffer 
PBS mit  0,5 % FBS 








(pH 10)  2.5 M NaCl 
   100 mM EDTA 
   10 mM Tris 
   1 % (w/v) n-Laurylsarkosin 
   10 % (v/v) DMSO 
   1 % (v/v) Triton-X-100 
Elektrophorese- Puffer 
(ph 12)  300 mM NaOH  
10 mM Tris  
1 mM EDTA 
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Neutralisations-Puffer 





PBS mit  1 % (w/v) Casein, Milchpulver, oder BSA
 
BSA-PBS (Antikörper-Inkubationslösung) 
PBS mit  5 % (w/v) BSA
 
MAK-Waschlösung 
PBS mit  0.01 % (v/v) Twen 20 
 
2.1.2.3. Puffer und Lösungen für biochemische Zwecke 
 
Alle Lösungen wurden mit DEPC-Wasser hergestellt und anschließend autoklaviert. 
DEPC ist ein potenter RNase-Inhibitor. H2O (mit HPLC-Reinheitsgrad) wurde mit 0.1% 
(v/v) DEPC versetzt und geschüttelt und nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden bei 
37°C autoklaviert (3 bar, 30 min), um jeden Rest von DEPC zu beseitigen und damit 




50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) 
(pH 7.5)  2 M Tris-Base 
   2 M Essigsäure 
   50 mM EDTA     
6x Lade-Puffer  
   15 % (v/v) Ficoll 
   3% (w/v) SDS 
   0.25 % (w/v) Bromphenolblau 
0.25 % (w/v) Xylolcyanol FF 
   6 mM EDTA 
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Ribo-Green-Quantifizierung: 
 
20x TE-Puffer  
(pH 7,5)  200 mM Tris-HCl 





   3 M NaCl 
   300 mM Na-Citrat 
10x SDS 
5x Fragmentierungs-Puffer  
(pH 8.1)  20 mM Tris-Acetat 
   50 mM KO-Acetat 
   15 mM MgO-Acetat   
Hybridisierungs-Puffer  
(pH 8.0)  50 mM Na-Phosphat 
   50 % (v/v) Formamid (deionisiert) 
   6x SSC 
   5x Denhardts Solution 
   0.5 % SDS   
Blocking-Lösung 
   4x SSC 
   0.5 % SDS 
   1 % (w/v) BSA 
Waschpuffer I-III 
I   2x SSC, 0.1 % SDS 
II  1x SSC 
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2.1.3. Geräte 
 
Array:    MWG-Biotech HPSF® OligoChip  
(MWG-Biotech AG; Ebersberg) 
Autoklave:    Fedegano (Albuzzano, Italien) 
Bildanalyse:   Mikroskop: Fluoreszenz Photo-Mikroskop „Axioplan“ (Zeiss) 
mit Quecksilberlampe HBO 100 W als Lichtquelle, Standard Filter-Kombination 
mit den Filtern Zeiss 2, Zeiss 14 und Zeiss 15. Kamera: CCD Kamera (Photonics, 
Hamamatsu City, Japan) und Vier-Parameter Bildanalyse-Programm (ACAS, 
Ahrens Cytometry Analysis System; Ahrens Electronics, Bargteheide). 
Elektrophorese:   Midi-Kammer (Bio-rad, München) mit Elektrophoresis 
Powersupply (Renner, Konstanz), UV-Transilluminator (Bachofer, Reutlingen) 
und CCD-Kamera mit Auswertesystem (MWG-Biotech AG; Ebersberg). 
ELISA-Reader:   “Dyantech 4000” (Dyantech, Hamburg) und “FL 500-
Microplate Fluorescence-Reader” mit FL 500 Software Version 1D1 (Bio-Tek 
Instruments, Hamburg) 
Hybridisierungs-Kammer:  (MWG-Biotech AG; Ebersberg) 
Licht-Mikroskop:    Will (Wetzlar) 
Mehrfachfiltrations-Gerät:  (Hölzel) mit Vakuum-Pumpe „Vacuskan“ (Skan). 
Speed Vac:     Konzentrator (Savant) mit Kühlfalle „Refrigerated 
Condensation Trap RT 100“ (Savant), Vakuum Pumpe „High Vacuum Pump 
Model Serial“ (Edwards) und Vorfilter „Model VPOF-100 (Savant). 
Spektralphotometer:   „Modell 150-20“ (Hitachi, Japan). 
Thermocycler:    (Roth, Karlsruhe) 
Überkopfschüttler:   „Rotator Drive STR4“ (Stuart Scientific). 
Vortex:     Janke & Kemkel, IKA-Labortechnik  
Waage:    Mettler „AE 100“ und „Kern 440-45“ (Göntgen). 
Wasserbäder:    37°C bzw 42°C; Roth (Karlsruhe). 
Zentrifugen:    „Tisch-Zentrifuge 5412“ (Eppendorf); „202 MK“ 
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Vier-Parameter Bildanalyse-Programm (ACAS, Ahrens Cytometry Analysis 
System; Ahrens Electronics, Bargteheide). 
 
Clusteranalyse:  






2.2.1.1 Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut 
 
Lymphozyten wurden aus peripherem Blut isoliert durch auftragen von heparinisiertem 
Blut auf „Cell Preparation Tubes“ (CPT) und einer Dichte-Gradienten-Zentrifugation (20 
min,1600x g, RT, ohne Bremse). Die Lymphozyten wurden aus der Interphase 
entnommen, gezählt, zweimal mit PBS gewaschen und entweder in vorgewärmtem, 
supplementiertem RPMI 1640-Medium (für in vitro-Experimente) oder in RLT-Puffer (für 
die RNA-Isolierung) resuspendiert. Die so gewonnene Zell-Fraktionen bestanden zu 
>90% aus Lymphozyten (Licht-Mikroskopie), waren zu >95% vital (Trypanblau-Färbung) 
und befanden sich zu >95 % in der G1/G0-Phase des Zell-Zyklus (FACS Analyse). 
Bei allen klinischen Proben von Patienten wurde bei der ersten Untersuchung durch 
Immuno-Typisierung der Zell-Typ bestimmt. Zur Zeit der Blutentnahme standen die 
Patienten nicht unter Therapieeinfluss. Für die in dieser Arbeit beschriebenen 




Die Isolierung von CD19+-Zellen erfolgte mit Hilfe von magnetischen Miltenyi-
MicroBeads. Nach der oben beschriebenen Zell-Isolierung wurde eine 
Einzelzellsuspension hergestellt indem die resuspendierten Zellen durch eine mit 
MACS-Puffer (PBS mit 0,5% FBS und 2 mM EDTA; pH 7,2) befeuchteten Nylon-
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Membran gegeben wurden. Danach wurde die Zellzahl auf 107 Zellen in 80 µl Puffer 
eingestellt und 15 min bei 4°C mit einer fünffach konzentrierten Antikörpersuspension 
inkubiert (Miltenyi anti-[CD19] monoklonale Maus IgG1 mit gekoppelten MicroBeads). 
Die Zellen wurden danach vorsichtig mit (20-fachem Volumen) Puffer gewaschen, 
zentrifugiert (10 min, 300x g) und in 500 µl MACS-Puffer je 108 Zellen resuspendiert. Es 
folgte eine positive Selektion in einem zuvor mit Puffer gewaschenes Separations-
Röhrchen im magnetischen Feld eines MACS-Seperators: 
Durch mehrmaliges Waschen wurde sichergestellt, dass alle nicht-CD19 Zellen das 
Röhrchen passiert hatten. Das Röhrchen wurde dann aus dem Magnetfeld entfernt und 
die CD19-positiven Zellen in ein neues Tube eluiert.  
Die magnetisch markierten Zellen konnten für die Qualitätskontrolle oder weitergehende 
Analysen mit Fluorochrom-konjugierten CD19-Antikörpern gefärbt werden, da MACS 
MicroBeads submikroskopisch sind und so nicht die Lichtstreuung der markierten Zellen 
beeinflußen. Die Reinheit der sortierten Zell-Fraktion wurde mit einer 
Durchflußzytometrie bestimmt (ca. 80 bis 95 %). 
Alternativ wurden Blutproben direkt nach der Blutentnahme mit dem RosetteSep™-
Antikörper-Mix  versetzt,  20 min bei Raum-Temperatur inkubiert und mit dem gleichen 
Volumen an PBS + 2 % FBS vermischt. Dadurch wurden alle nicht-CD19 Oberflächen-
Antigene gebunden und mit anti-Erythrozyten-Antikörpern vernetzt. Nach einer Dichte-
Gradienten-Zentrifugation in den oben genannten „CPT“-Gefäßen (20 min, 1600 g, RT, 
ohne Bremse) konnten die nicht-gebundenen, angereicherten B-Lymphozyten aus der 
Interphase entnommen, gezählt und anschließend gewaschen und weiterverwendet 
werden (Reinheit ca. 70-90%). 
 
2.2.1.3 Kultivierung der Zellen („Liquid holding“)  
 
Die Kultivierung der isolierten Zellen fand in H2O-gesättigter Atmosphäre bei 5 % CO2 
und 37° C statt. Das dazu verwendete RPMI 1640-Medium wurde supplementiert mit 10 
%(v/v) fötalem Kälber-Serum, 1 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat, 1 mM nicht-essentiellen 
Aminosäuren und 8 µg Refobazin/ml. 
Die Blutproben von Patienten wurden ausschließlich vor einer eventuellen 
Chemotherapie verwendet. Sie wurden jeweils frisch gewonnen und die Experimente 
am selben Tag durchgeführt. 
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2.2.1.4 Alkylierung von Zell-Suspensionen 
 
Die Zellsuspensionen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener 
Alkylantien (EtNU, Melphalan, Cisplatin) im Brutschrank (37°C, 5 % CO2, gesättigte 
H2O-Atmosphäre) in RPMI 1640 (bei EtNU die ersten 20 min in Alkylierungspuffer (pH 
7,25) inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden Aliquots zur weiteren Auswertung 
entnommen. Diese wurden einmal mit PBS gewaschen und dem Comet Assay 
zugeführt oder in PBS / Ethanol (70 %) bei –20°C fixiert. 
 
2.2.1.5. Einzelzell-Gelelektrophorese zur Bestimmung von  
DNA-Strangbrüchen („Comet Assay“) 
 
DNA-Strangbrüche wurden mit Hilfe der Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay) 
quantifiziert (Singh et al., 1988; Buschfort et al., 1997). Nach der EtNU-Exposition 
wurden jeweils 5 x 104 Zellen in Low-Melting-Point (LMP)-Agarose (100 µl; 0.5 %) 
suspendiert und auf angerauhte Objektträgern gebracht, die zuvor mit einer dünnen 
Schicht 0.7 % LE-Agarose (Volumen 350 µl) beschichtet waren. Mit Hilfe eines 
Deckglases wurde die Zellsuspension gleichmäßig verteilt. Danach wurde mit 100 µl 
LMP-Agarose eine ebenfalls geglättete Deckschicht aufgetragen. Zwischen dem 
Auftragen der einzelnen Schichten wurden die Objektträger zum Aushärten der Agarose 
für jeweils 5 min bei 4° C gelagert. 
Anschließend wurden die Zellen durch Inkubation der Objektträger in einem Lyse-Puffer 
(16 h bei 4° C) lysiert, durch zweimaliges Waschen entsalzt (Elektrophorese-Puffer; pH 
12) und zur DNA-Denaturierung in dieser Lösung inkubiert (20 min bei 4° C). Danach 
wurde die DNA unter diesen Bedingungen elektrophoretisch getrennt (20 min bei 4° C 
und 4 V/cm), in Tris-Puffer neutralisiert (3 x 10 Minuten bei RT) und abschließend mit 
Ethidiumbromid (2 µg/ml) gefärbt. 
 
2.2.1.6  Bestimmung von abasischen Stellen und DNA-Strangbrüchen   
 
Die Häufigkeit abasischer Stellen und Einzelstrangbrüche in der Kern-DNA einzelner 
Zellen wurde durch Messung der elektrophoretischen Mobilität im Agarose-Gel bestimmt 
(„Comet-Bildung“). Diesem Verfahren liegt zu Grunde, dass durch Reparatur-Einschnitte 
entstandenen DNA-Fragmente eine stärkere Beweglichkeit besitzen als ungeschädigte, 
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langkettige DNA. Durch die Messung der Gesamt-Fläche der Kern-DNA einzelner Zellen 
über den Bereich der detektierbaren (Ethidiumbromid-) Fluoreszenz konnte der Grad 
der DNA-Schädigung bestimmt und als als relative Flächenvergrößerung quantifiziert 
werden. Dabei wurde die Fläche der Kern-DNA exponierter Zellen bezogen auf die 
Kern-Fläche unbehandelter Kontroll-Zellen (also ungeschädigter DNA) desselben 
Spenders im gleichen Experiment. 
 
2.2.1.7  Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen (MAK-Test) 
 
Die Zell-Proben wurden nach einer Fixierung und Lagerung über Nacht bei -20°C 
abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und in 250 µl Formamid (FA) resuspendiert. FA 
erniedrigt die Stabilität apoptotischer DNA gegenüber erhöhter Temperatur durch die 
Proteolyse DNA-bindender Proteine (v.a. Histone). Die Inkubation erfolgte für 5 min bei 
Raumtemperatur und anschließend für 10 min im 75°C Wasserbad. Danach wurden 
unspezifische Bindungsstellen mit Blocking-Lösung 15 min bei Raum-Temperatur im 
Wasserbad neutralisiert und die Zellen nachfolgend mit dem Antikörper F 7-26 (5 µg in 
100 µl BSA-PBS) inkubiert, F 7-26 bindet spezifisch an Einzelstrang (ss)-DNA in 
kondensiertem Chromatin apoptotischer Zellen von mindestens 25 Basenpaar-Länge, 
nicht jedoch an ssDNA nekrotischer oder mitotischer Zellen oder an dsDNA (Frankfurt & 
Krishan, 2001). Nach je einem Waschschritt mit MAK-Waschlösung und BSA-PBS 
erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikörper (Ziege anti-Maus IgG (H+L) [ALEXA 
488]  4µg in 100 µl BSA-PBS). Abschließend folgte eine Behandlung mit RNase T1 (50 
U/ml) und RNase A (200 µg/ml) und DAPI (0,1 µl/ml in PBS und 10 min). Die 
Waschschritte wurden mit PBS durchgeführt. Das verbleibende Zell-Pellet wurde in 10 
µl resuspenpendiert, auf einen Objektträger pipettiert und mit einer Fluoreszenz-
Erhaltungsemulsion (ProLong-Antifade) eingedeckt. 
 
2.2.1.8 Immunofluoreszenz-Messung der Kern DNA 
 
Die Fluoreszenz-Signale einzelner Zellen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenz-
Photomikroskops (Zeiss Axioplan) mit der Filter-Kombination 2 (für DAPI Exzitations-
Maximum 364 nm; Emissions-Maximum 454 nm) und 15 (für ALEXA 488; Exzitations-
Maximum 491 nm, Emissions-Maximum 515 nm) gemessen, mit einer CCD-Kamera 
aufgenommen, amplifiziert und einem Vier-Parameter Bildanalyse-Programm (ACAS) 
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zugeführt. Das Programm integrierte die Fluoreszenz-Signale auf Einzelzell-Ebene mit 
automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz. In jeder Probe wurden 
mindestens 100 Zellen ausgewertet. 
 
2.2.2 Molekularbiolologische Methoden 
 
2.2.2.1 RNA Isolierung mit Qiagen RNeasy Kit 
 
Je 1 x 107 Zellen wurden mit stark denaturierendem und RNase inaktivierenden RLT-
Puffer lysiert (enthält Guanidin-Isothiocyanat und β-Mercaptoethanol). Zur 
Homogenisierung wurde das Lysat mehrfach durch eine Kanüle (27G) gezogen, um mit 
Hilfe der Scherkräfte die Viskosität des Lysats zu erniedrigen und die zelluläre RNA 
freizusetzen. Nach Zugabe von Ethanol (70 %) bindet die RNA in Gegenwart eines 
chaotropen Salzes (Guanidinium-HCl) selektiv an das Glasfaservlies der Spin Columns. 
Nach einem Wasch-Schritt mit RW1-Puffer (enthält Guanidinium-HCl), wurde 
kontaminierende Rest-DNA durch DNase I (20 µl, 55 U), die auf das Glasfaservlies 
zugegeben wurde, verdaut. Die anschließenden Waschschritte mit RW1- und RPE-
Puffer (enthält Ethanol (76,8 %), entfernen kontaminierende, zelluläre Komponenten 
(insbesondere Proteine), während die RNA gebunden bleibt. Die Membran wurde nach 
dem zweiten Auftragen von RPE-Puffer durch Zentrifugation (2 min, 14000 rpm) 
getrocknet und die RNA zweimal mit 50 µl RNase-freiem H20 eluiert. Diese Methode 
vermeidet RNA-Fällung und die Extraktion mit organischen Lösungsmitteln. Die RNA 
wurde bei -70°C gelagert. 
 
2.2.2.2  Isolierung von mRNA aus Vollblut (PAXgene Blood RNA Kit) 
 
Peripheres Blut wurde direkt mit PAXgene Blood RNA Tubes entnommen, geschüttelt 
und mindestens zwei Stunden bei RT inkubiert, um eine komplette Zell-Lyse zu 
erreichen. Die RNA wird durch die Inhaltsstoffe des Röhrchens stabilisiert und 
Veränderungen des Expressions-Profils, die normalerweise in vitro nach der 
Blutentnahme stattfinden, werden verhindert. Die Isolation begann mit einer 
Zentrifugation (4500g, 10 min), um die Nukleinsäuren zu  pelletieren. Das Pellet wurde 
mit RNase-freiem Wasser gewaschen und in BR-1-Puffer resuspendiert. Zum Protein-
Verdau wurde das Pellet zusammen mit Bindungspuffer (enthält Guanidin-Isothiocyanat) 
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und Proteinase K 10 min bei 55°C unter ständigem Schütteln inkubiert. Eine zusätzliche 
Zentrifugation (3 min, 10.000g) diente dazu Zelltrümmer zu entfernen. Der Überstand 
wurde mit Ethanol (96 %) gemischt, um die RNA des Lysats an die Matrix der Spin 
Column zu binden. Durch eine kurze Zentrifugation (1 min, 10.000 g) wurde die RNA 
selektiv an die PAX-gen Silizium-Gel Membran gebunden, während Verunreinigungen 
die Membran passieren. Verbleibende Verunreinigungen wurden mit zwei effizienten 
Wasch-Schritten (BR3- (enthält Guanidin-Isothiocyanat), BR4-Puffer) entfernt. 
Verbliebene DNA wurde zwischen dem ersten und zweiten Waschschritt 30 min mit 
DNase I (20 µl; 55 U) abgebaut. Die RNA wurde mit BR5-Puffer eluiert. Die so 
gewonnene RNA-Fraktion repräsentiert durch die schnelle Stabilisierung recht gut das 
Expressionsprofil in vivo. 
 
2.2.2.3  Handhabung von RNA 
 
Ein prinzipielles Problem bei der Isolierung von mRNA besteht darin, dass sie in Form 
von Einzelsträngen besonders anfällig gegenüber abbauenden Enzymen (RNasen) ist. 
Diese Enzyme sind sehr stabil und aktiv, so dass besondere Vorsichtsmaßnahmen 
getroffen wurden. So wurden RNase-freie Handschuhe, Plastikpipetten und (zum Teil 
silikonisierte) Plastikgefäße benutzt. Glasgefäße, Küvetten, Pinzetten und 
Hybridisierungs-Kammern wurden mit einer „RNase away“-Lösung (6.1.1) und RNase-
freiem Wasser (DEPC; 6.1.3) behandelt. 
 
2.2.2.4  Gel-Elektrophorese 
 
Die Integrität der isolierten RNA wurde durch eine Gel-Elektrophorese überprüft. Die 
Elektrophorese-Kammer wurde mit „RNase-Away“ behandelt und anschließend zweimal 
mit DEPC-H2O gewaschen. Für ein TAE-Gel mit 1 % DNA-Agarose der Größe 10 x 14 x 
0,7 cm wurde 1 g DNA-Agarose und 2 µl Ethidiumbromid mit 100 ml 1x TAE-Puffer (2 ml 
50x TAE + 98 ml RNase-freies H2O) erhitzt und auf den Gelträger gegossen.  
Je 5 µl Probe und 1 µl 6x Lade-Puffer wurden in die Geltaschen pipettiert und die 
Elektrophorese 45 min bei 75 V laufen gelassen. Die Auswertung erfolgte mit einem UV-
Transilluminator. Bei intakter RNA erscheinen dabei die 28S und 18S rRNA-
Untereinheiten als scharf abgegrenzte Banden. 
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2.2.2.5  RNA-Quantifizierung 
 
A.)  Hoch-konzentrierte RNA-Lösungen können im Spektralphotometer gemessen 
werden. 15 µl der Probe wurde 1 : 20 mit RNase-freiem H20 verdünnt und das 
Absorptions-Spektrum (300 – 200 nm) bestimmt. Die Küvetten wurden vorher mit 
RNase-away gereinigt und zweimal mit RNase-freiem H20 gespült. Der 
Molekularkoeffizient bei A256 entspricht 40 µg/ml RNA. Für Cy3- und Cy5-gelabelte 
RNA-Sonden wurde ein Absorptionsspektrum vom 690 – 200nm aufgenommen, um 
zusätzlich die spezifische Markierungs-Rate zu bestimmen. 
 
B.)  Geringere Mengen RNA wurden mit der sensitiveren RiboGreen RNA-
Quantifizierung bestimmt. Das RiboGreen-Reagenz ist ein ultrasensitiver Fluoreszenz-
Farbstoff für die Quantifizierung von RNA in wässriger Lösung. Das Exzitations-
Maximum liegt bei ~500 nm und das Emissions-Maximum bei ~525 nm. Der Meßbereich 
ist linear für RNA-Konzentrationen von 40 ng/ml – 1 µg/ml. Die Sensitivität ist dabei 200-
fach höher als bei Ethidiumbromid-Färbungen und 1000-fach höher als bei Messungen 
der UV-Absorption. Die Linearität wird auch bei Verunreinigungen (z.B. durch freie 
Nukleotide, Salze, Proteine, Ethanol, Agarose,…) beibehalten, allerdings kann die 
Signalintensität verändert werden. Das RiboGreen-Reagenz bindet zwar auch an DNA, 
allerdings erfolgt durch die DNase-Behandlung während der RNA-Isolierung  eine RNA-
selektive Messung. Das RiboGreen-Reagenz wird 1 : 200 mit TE verdünnt und dunkel 
gelagert, um eine Photodegradierung zu vermeiden. Für die Standardkurve (40 bis 1000 
ng/ml) wurde isolierte rRNA aus E.coli verwendet. Auf eine 96er Microtiter-Platte wurden 
zwei Reihen mit je 50 µl TE, zweimal 50 µl je Konzentration des rRNA-Standards und je 
zweimal 50 µl der Probe (in TE verdünnt) pipettiert. Nach Inkubation (5 min; RT) mit je 
50 µl RiboGreen-Reagenz im Dunkeln wurden die Proben mit einem FL 500-Microplate 
Fluoreszenz-Reader ausgewertet.  
Der Mittelwert der TE-Blanks wurde von allen Standards und Proben abgezogen. Mit 
diesen korrigierten Daten wurde eine Standardkurve der Fluoreszenz gegen die RNA-
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2.2.2.6  RNA- Amplifizierung  
 
cDNA-Synthese von Total-RNA (erster Strang): 
 
10 µg total-RNA wurden mit 2 µl Oligo[(dt)20T7-promotor]-primern und RNase-freiem H20 
10 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Zu diesem RNA-Primer Mix wurden 8 µl 5x 
RT-Puffer, 4 µl 0,1 M DTT, 2 µl AMV Reverse-Transkriptase (25 U/µl), 1 µl RNase-
Inhibitor (25 U/µL) und 4 µl dNTP-Mix (10 mM von jedem Nukleotid) hinzugegeben und 
dann 60 min bei 42°C inkubiert. 
 
Synthese des zweiten Strangs: 
 
Zu dem Mix für die Synthese des ersten Strangs wurden nun 30 µl 5x 2.Strang-Puffer, 
1,5 µl dNTP (10 mM von jedem Nukleotid), 6,5 µl 2.Strang-Enzymmix und 72 µl RNase-
freies H20 hinzugegeben und 2 h bei 16°C inkubiert und danach auf Eis gestellt. Es 
wurden 20 µl (20 U) T4 DNA-Polymerase zugegeben und 5 min bei 16°C inkubiert, 
bevor die Reaktion mit 17 µl EDTA 0,2 M pH 8,0. Nun begann ein RNA- und Protein-
Abbau mit 15 U RNase I und 3 U Proteinase K (je 30 min bei 37°C). 
 
Reinigung der dsDNA-Synthese mit dem High Pure RNA Tissue Kit:  
 
Die dsDNA wurde in Bindungs-Puffer (incl. β-Mercaptoethanol) und Ethanol (96 %) 
aufgenommen und auf die Spin Columns übertragen, zentrifugiert und der Durchfluß 
verworfen. Ebenso verfährt man mit dem Wasch-Puffer 1 und 2. 
Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt wurde die Membran getrocknet und dann die 
dsDNA mit Elutions-Puffer eluiert. Die Proben wurden mit einem Speed-Vac-
Konzentrator getrocknet und bei -70°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. 
 
T7-Transkription und Fluoreszenz-Markierung der cRNA: 
 
Die Transkription erfolgt mit dem MEGAscript T7 Kit. Dazu wurde die dsDNA mit 3 µl  
RNase-freiem H20, 6 µl ATP-/CTP-/GTP-Mix (je 25 mM), 1,3 µl UTP (75 mM), 10x 
Reaktions-Puffer, 2 µl Enzym-Mix (mit RNA-Polymerasen und RNase-Inhibitoren), 5 µl 
Cy 3 bzw 5 –UTP (5 mM) und 5,2 µl T7-Polymerase kombiniert und 16 h bei 37°C 
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inkubiert. Die Proben wurden wiederum mit dem High Pure RNA Tissue Kit gereinigt 
(s.o.). Zusätzlich wurden die Proben 30 min mit 20 µl DNase (55 U) behandelt. Die 
RNA-Konzentrationsbestimmung und Überprüfung des Cy-UTP-Einbaus erfolgte am 
Spektralphotometer (s.o.). 
 
Fragmentierung der markierten cRNA:  
 
Je eine Cy 3- und Cy 5-markierte RNA-Sonde wurden zusammen mit 5x 
Fragmentierungs-Puffer vermischt, zentrifugiert und für 15 min bei 94°C inkubiert. Die 
Zugabe von 20 µg t-RNA sollte einem übermäßigen Verlust von Proben-RNA 
entgegenwirken. Die Proben wurden im Speed-Vac getrocknet und bei -70°C gelagert. 
 
2.2.2.7  Hybridisierung des PAN-Arrays mit gelabelten RNA- Sonden  
 
Hybridisierung des Arrays: 
 
Zum Abdecken unspezifischer Bindungungsstellen wurden die Arrays 45 min bei 42°C 
mit vorgewärmter Blocking-Lösung behandelt. Arrays wurden fünffach mit RNase-freiem 
H20 gewaschen und anschließend zum Trockenen zentrifugiert (2 min, 1600 rpm). 
Die Hybridisierungskammer wurde mit RNase-away gereinigt und mit RNase-freiem H20 
gewaschen. Vor dem Auftrag wurden die Proben 3 min auf 94°C erhitzt, für 30 sec auf 
Eis gestellt und  30 sec in einer Microfuge zentrifugiert, um das Bindungspotential zu 
erhöhen. Nach dem Auftragen auf den Array wurde ein 20 x 20 mm Deckglas aufgelegt 
und mit „Fixogum“ versiegelt. Der Array wurde in Wasser-gesättigter Atmosphäre 42 h 
bei 42°C inkubiert.  
Das Deckgläschen wurde entfernt und dann der Array im Überkopfschüttler 
nacheinander jeweils 5 min mit je 30 ml Wasch-Puffer I bis III gewaschen und zum 




Die Auswertung der Arrays erfolgte mit einem Affymetix 418 Array Scanner und dem Programm 
BioDiscovery (Los Angeles, USA) bei der MWG-Biotech AG (Ebersberg). 
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3.  Ergebnisse 
 
3.1  Charakterisierung von CLL-Patienten 
 
Die CLL-Patienten deren Blutproben im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, sind 
bezüglich ihrer klinischen Eigenschaften retrospektiv in zwei Gruppen unterteilt worden. 
Die erste Gruppe, die im weiteren Verlauf als „sensitiv“ bezeichnet wird, umfasste 
Patienten die bisher keine Chemotherapie erhalten hatten oder die auf eine Therapie mit 
Chlorambucil mit einer Reduktion der peripheren Lymphozytenzahlen auf Normalwerte 
reagiert hatten. 
Die zweite Gruppe, im weiteren Verlauf als „resistent“ bezeichnet, enthielt Patienten, die 
eine alternative Chemotherapie mit Fludarabin erhielten, da ihre Tumorzellen auf eine 
Behandlung mit Chlorambucil nicht mehr ansprachen. Auch multiresistente CLL-
Patienten, die weder auf Chlorambucil- noch Fludarabin-Therapie ansprachen, wurden 
dieser Gruppe zugeordnet. 
Dabei wurden Fälle mit primärer Resistenz ausgeschlossen und nur Fälle berücksichtigt 
in denen die Chemotherapie-Resistenz im Laufe mehrerer Behandlungszyklen erworben 
wurde. 
 
3.1.1 Isolierung von CD19+-Lymphozyten 
 
Nur ca. 4 % der insgesamt etwa 2x1012 Lymphozyten die ein Mensch normalerweise 
besitzt befinden sich im Blut. Davon sind ca. 70-80 % T-Lymphozyten. Bei CLL-
Patienten führt die Verdrängung der normalen Hämatopoese im Knochenmark neben 
einer Anämie, Thrombozytämie und Neutropenie auch zu einer Abnahme des Anteils an 
T-Lymphozyten (Rummel, 1998). Zur Bestimmung des Anteils an T- bzw. B-Zellen 
wurden die Lymphozyten einzelner Spender mit CD19-Antikörpern markiert und 
durchflusszytometrisch bestimmt. Während der Anteil bei gesunden Spendern an         
B-Lymphozyten (CD19+) erwartungsgemäß gering war (5-12 %), lag der Anteil bei CLL-
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Abb. 05: Anteil von B- und T-Lymphozyten in Blutproben von normalen Probanden und von CLL-
Patienten. Mittels Dichte-Gradienten-Zentrifugation wurden von jeweils drei Blutproben von 
normalen Spendern (NL 401 / 459 / 557) und von CLL-Patienten (CLL 748 / 755 / 764) die 
Lymphozyten isoliert. Nach Inkubation mit Magnetobead-gekoppelten anti-(CD19)-Antikörpern  
wurden im magnetischen Feld die CD19+-Zellen isoliert und anschließend mit Fluorochrom-
Antikörpern markiert. Die Auswertung erfolgte mittels FACS. 
 
Um die Proben von gesunden Spendern und von CLL-Patienten in funktionellen Assays 
bei der Bestimmung von RNA-Expressionsprofilen (Microarrays) vergleichen zu können, 
wurden für die folgenden Experimente nur die isolierten CD19+-Zellen verwendet. Die 
Reinheit der sortierten Zell-Fraktion wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und 
lag in allen Fällen bei 80-95 %.  
 
 
3.2  Toxizität DNA-schädigender Substanzen bei normalen und bei 
CLL-Lymphozyten 
 
3.2.1  Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen nach Zytostatika-Behandlung 
ex vivo 
 
Das Ziel der Chemotherapie mit DNA-reaktiven Substanzen ist es, in den Tumorzellen 
ein so großes Ausmaß an DNA-Schädigung zu erzeugen, dass die Apoptose eingeleitet 
wird oder die Zellen über andere Mechanismen absterben (Herzog et al., 1998; Hirao et 
al., 2000; Rich et al., 2000). 
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Isolierte B-Lymphozyten von gesunden Spendern und von CLL-Patienten wurden ex 
vivo mit verschiedenen DNA-schädigenden Substanzen behandelt, um die Sensitivität 
der Zellen gegenüber Chemotherapeutika anhand der Apoptose-Rate zu bestimmen. 
Dies war notwendig, um später die Sensitivität von normalen und von CLL-Lymphozyten 
zu vergleichen und Analogien zwischen zellulärer DNA-Reparaturkapazität und 
Überlebensrate beurteilen zu können.  
Außerdem ist es für die folgenden Untersuchungen der DNA-Reparatur wichtig, dass in 
den Zellen zwar Addukte gebildet werden, der genomische Schaden aber nicht so groß 
ist, dass die Apoptose eingeleitet wird. Unter diesen Umständen würde sich sehr 
wahrscheinlich das Genexpressionsmuster der Zellen verändern, so dass keine 
Aussage über die Expression einzelner DNA-Reparaturgene oder eine funktionelle 
Messung der DNA-Reparaturkapazität möglich wäre. 
 
DNA-Adduktbildung durch Zytostatika: 
 
Zu den bei diesen Untersuchungen eingesetzten Substanzen gehören N-Ethyl-N-
Nitrosoharnstoff (EtNU), Melphalan und Cisplatin (Abb. 6). Im Gegensatz zu vielen der 
im klinischen Einsatz befindlichen Chemotherapeutika, ist die Qualität und Quantität der 





















Abb. 06: Schematische Darstellung der durch alkylierende Substanzen (Melphalan, EtNU, MeNU) und 
Cisplatin ausgebildeten DNA-Addukte. 
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■ N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff (EtNU) dient als Standard-Agens zur DNA-Alkylierung. Es 
zerfällt unter physiologischen Bedingungen heterolytisch sehr rasch (t1/2: 9 Minuten, bei 
37°C, pH 7,25) in elektrophile Karb-Anionen (Goth & Rajewsky, 1972). Nach einer 
Expositionszeit von 20 Minuten sind demnach etwa 80 % der möglichen Karb-Anionen 
entstanden und haben mit nukleophilen Zentren der DNA weiter reagiert. Daher wurden 
die untersuchten Zellen bereits nach 20 Minuten Expositionszeit wieder in ein normales 
Medium überführt. 
Der relative Anteil der dabei entstehenden DNA-Alkylierungsprodukte und deren 
Struktur ist gut untersucht (Beranek, 1990): Das Hauptprodukt stellen mit ca. 55 % die 
chemisch und biologisch weitgehend stabilen Ethyl-Phosphotriester dar. Die Alkylierung 
an den N- und O-Atomen der Basen erfolgt mit geringerer Häufigkeit. So werden ca. 11 
% N7-Ethylguanin, ca. 8 % O6-Ethylguanin, ca. 7.5 % O2-Ethylthymin und ca. 4 % N3-
Ethyladenin gebildet. Die durch das breite Schadensspektrum gebildeten DNA-Addukte 
sind Substrate für verschiedene DNA-Reparaturwege (Buschfort et al., 1997), so dass 
EtNU sich besonders gut zur Untersuchung der Gesamt-Reparaturleistung einer Zelle 
eignet. Obwohl EtNU nicht in der Tumortherapie eingesetzt wird, stellt es für in vitro 
Analysen, wegen seiner schnellen Reaktionskinetik eine gute Standardsubstanz aus der 
Gruppe der Alkylanzien da.  
 
■ Melphalan ist ein bifunktionelles Alkylanz, das in der Tumortherapie vor allem beim 
multiplen Myelom und bei Ovarialkarzinomen eingesetzt wird (Samuels & Bitran, 1995; 
Sirohi & Powles, 2004). Es besteht eine sehr hohe Korrelation zwischen einer 
Sensitivität gegenüber Melphalan und dem in der klinischen CLL-Therapie zumeist initial 
eingesetzten Chlorambucil (Bramson et al., 1995). 
Die Alkylierung erfolgt hauptsächlich am N7 des Guanins. An dieser Stelle entstehen 
neben G-Monoaddukten auch GG-Quervernetzungen (Zeller, 1995). Auf diesen 
Interstrang-DNA-Quervernetzungen beruht die Haupttoxizität, da sie die Transkription 
und Replikation der DNA behindern (Spanswick et al., 2002). Die in der Klinik oft Dosis-
limitierende Knochenmark-Toxizität (Zweegman & Huijens, 2002), spielt aufgrund der 
selektierten CD19+-Zellen bei den durchgeführten Untersuchungen keine Rolle. 
 
■ Cisplatin (cis-Diamminodichloridoplatin [II]; DDP) ist eine anorganische 
Platinverbindung, die bevorzugt an das N7 von Guanin oder Adenin bindet. Dabei 
reagieren die zwei reaktiven Chlor-Liganden des Cisplatins mit zwei DNA-Basen, so 
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dass Intrastrang-DNA-Quervernetzungen  (zu 50-65 % zwischen benachbarten Guanin-
Molekülen, zu 25-30 % zwischen benachbarten Adenin- und Guanin-Molekülen) und 
Interstrang-DNA-Quervernetzungen (zu etwa 1 %) entstehen. Abgesehen davon werden 
noch DNA-Monoaddukte und DNA-Protein-Verknüpfungen (zu etwa 10 %) gebildet 
(Sanderson et al., 1996; Zeller, 1995).  
Das Einsatzgebiet von Cisplatin umfasst vor allem Hoden-, Ovarial- und Bronchial-
Karzinome (Eberhardt et al., 1998; Havemann & Wolf, 1997; Higby et al., 1974). 
 
Da weder Cisplatin noch Melphalan einer intrazellulären enzymatischen Aktivierung 
bedürfen, eigenen sich diese Substanzen besonders gut für die in vitro Exposition. 
 
Apoptotische Zellen können durch spezifische Antikörper sichtbar gemacht 
werden: 
 
Der hier verwendete Test beruht auf dem Abbau der Histone in apoptotischen Zellen.   
Dadurch wird die DNA aufgrund ihrer erniedrigten Temperatur-Stabilität bei Inkubation 
mit Formamid bei 75°C denaturiert, während die DNA vitaler Zellen intakt bleibt. Ein 
anti-[Deoxycytidin]-Antikörper (MAK F 7-26) kann dann spezifisch an ssDNA des 
kondensierten Chromatin apoptotischer Zellen mit mindestens 25-30 Basenpaaren 
binden und mit einem Fluoreszenz-markierten Zweitantikörper sichtbar gemacht 
werden. Nekrotische und mitotische Zellen oder vollständig doppelsträngige DNA 
reagieren hingegen nicht mit dem Antikörper (Frankfurt & Krishan, 2001). 
Mit Hilfe des Mehrparameter-Bildanalysesystems ACAS II konnte das Fluoreszenz-
Signal quantitativ ausgewertet werden. Dabei integrierte das Programm die 
Fluoreszenz-Signale auf Einzellzellebene mit automatischer Subtraktion der 
Hintergrund-Fluoreszenz (Abb. 7). 
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Abb. 07: Apoptose-Induktion in humanen Lymphozyten durch Melphalan. Die Zellsuspension der 
isolierten CD19+-Lymphozyten wurde nur in RPMI 1640-Medium (Kontrolle) oder mit 20 µg/ml 
Melphalan für 2 h inkubiert und danach bei -20°C in Ethanol fixiert. Nachdem die Lymphozyten in 
Formamid resuspendiert wurden, erfolgte die Inkubation mit dem F 7-26 Antikörper. Mit dem 
Zweitantikörpers ALEXA 488 erfolgte die Fluoreszenzmarkierung, die anschließende Messung 
wurde mit dem Fluoreszenz-Photomikroskop (Zeiss Axioplan) durchgeführt und die Ergebnisse mit 
Hilfe eines Bildanalyse-Programms (ACAS) ausgewertet. Im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle ist die Fluoreszenz-Intensität in apoptotischen Zellen nach Melphalan signifikant höher 
(p<0.005). 
 
3.2.2 Apoptose-Induktion nach EtNU-Behandlung 
 
B-Lymphozyten gesunder Spender wurden in Kultur mit unterschiedlichen EtNU-
Konzentrationen behandelt (Expositionszeit: 20 Minuten) und 24 Stunden später wurde 
der Anteil apoptotischer Zellen bestimmt (s.o.). Die Zellen zeigten eine tendenziell 
Dosis-abhängige Zunahme der Apoptoseraten, die aber auch bei der sehr hohen 
Konzentration von 500 µg/ml die 25 %-Marke nicht überschritten (Abb. 8). 
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Abb. 08: Anteil apoptotischer Zellen bei normalen Lymphozyten nach EtNU-Exposition. Proben 
isolierter normaler Lymphozyten verschiedener Spender wurden für 20 min gegenüber 
unterschiedlichen Konzentrationen von EtNU exponiert. Die Fluoreszenz-Signale auf Einzelzell-
Ebene (siehe Abb. 07) wurden mit automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz von 
jeweils mindestens 100 Zellen analysiert. 
 
Dies mag daran liegen, dass bei einem Teil der Zellen die Apoptose erst zu einem 
späteren Zeitpunkt eintritt und so von dem Test nicht mehr erfasst wird. 
Allerdings gibt es wenige Alternativen zu dieser Methode, da andere Untersuchungen 
wie z.B. die Messung der Stoffwechselaktivität beim in vitro MTT-Test keine 
zuverlässigen Werte angibt, da nach der notwendigen langen Inkubationszeit von drei 
bis fünf Tagen viele Zellen auch ohne DNA-reaktive Substanzen stark geschädigt sind. 
 
3.2.3 Apoptose nach Melphalan-Behandlung 
 
Bei der Apoptose-Induktion durch Melphalan in normalen B-Lymphozyten kommt es 
nach 24 Stunden Inkubation zu einem Dosis-abhängigen biphasischen Verlauf mit 
steilem Anstieg in einem Konzentrationsbereich bis 20 µg/ml und einer nachfolgenden 
Plateau-Phase mit nur geringer Steigerung der Anzahl apoptotischer Zellen. Zusätzlich 
treten vor allem in hohen Dosisbereichen starke individuelle Unterschiede auf (Abb. 9a). 
Neben der Melphalan-Dosis spielt auch die Inkubationszeit eine Rolle bei der Apoptose-
Induktion (Abb. 9b). Während der biphasische Verlauf erhalten bleibt, ändert sich 
sowohl die Anstiegsteilheit als auch das erreichte Plateau. So sind nach 24 Stunden 
Inkubationszeit über 90 % der Zellen apoptotisch, während nach 5 Stunden 
Inkubationszeit nur 69 % der Zellen apoptotisch sind. 
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Abb. 09:  Anteil apoptotischer Zellen bei normalen Lymphozyten nach Melphalan-Exposition. A.) 
Proben isolierter normaler Lymphozyten verschiedener Spender wurden für 2 h gegenüber 
unterschiedlichen Konzentrationen von Melphalan exponiert. B.) Proben isolierter normaler 
Lymphozyten eines Spenders wurden für 5 h bzw. 24 h gegenüber verschiedenen Konzentrationen 
von Melphalan exponiert. Die Fluoreszenz-Signale auf Einzelzell-Ebene (siehe Abb. 07) wurden 
mit automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz von jeweils mindestens 100 Zellen 
analysiert. 
 
Im Vergleich zu den normalen Lymphozyten weisen CLL-Lymphozyten Therapie-
sensitiver Probanden (Abb. 10) einen wesentlich höheren Anteil apoptotischer Zellen 
auf. Schon bei 20 µg/ml Melphalan wird ein Plateau von 76 – 82 % erreicht, während es 
bei normalen Lymphozyten nur 36-57 % waren. Dies zeigt die vergleichsweise hohe 
Empfindlichkeit von CLL-Lymphozyten gegenüber DNA-reaktiven Substanzen zum 
Beginn der medikamentösen Behandlung. Erst im Verlauf der Erkrankung findet unter 
















Abb. 10: Anteil apoptotischer Zellen bei CLL-Lymphozyten nach Melphalan-Exposition. Proben 
isolierter CLL-Lymphozyten verschiedener Spender wurden für 2 h gegenüber unterschiedlichen 
Konzentrationen von Melphalan exponiert. Die Fluoreszenz-Signale auf Einzelzell-Ebene (siehe 
Abb. 07) wurden mit automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz von jeweils 
mindestens 100 Zellen analysiert. 
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3.2.4 Anzahl der apoptotischen Zellen nach Cisplatin-Behandlung 
 
Unter Exposition mit Cisplatin zeigen Lymphozyten normaler Spender eine annährend 
lineare Zunahme der Fraktion apoptotischer Zellen mit der Konzentration. Bei hohen 













Abb. 11: Anteil apoptotischer Zellen bei normalen Lymphozyten nach Cisplatin-Exposition. Normale 
Lymphozyten unterschiedlicher Spender wurden für 2 h mit verschiedenen Konzentrationen von 
Cisplatin inkubiert. Die Fluoreszenz-Signale auf Einzelzell-Ebene (siehe Abb. 07) wurden mit 
automatischer Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz von jeweils mindestens 100 Zellen 
analysiert.  
  
3.2.5 Anzahl der apoptotischen Zellen ist abhängig vom Reparatur-Phänotyp 
 
Die DNA-schädigenden Substanzen induzieren eine Vielzahl unterschiedlicher DNA-
Addukte, die parallel über verschiedene Reparaturwege beseitigt werden können. Die 
starken individuellen Unterschiede in der Reparaturkapazität ergeben sich durch 
verschiedene Reparatur-Phänotypen (schnell, mittel, langsam) in normalen 
Lymphozyten. 
Dieses legt nahe, dass Zellen mit hoher Reparaturkapazität in der Lage sind, im 
gleichen Zeitraum mehr DNA-Addukte zu eliminieren und so die Induktion der Apoptose 
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3.3 Nachweis der Bildung und des Widerverschlusses von 
Reparatur-induzierten DNA-Strangbrüchen 
 
Zur Untersuchung der funktionellen Reparaturkapazität von B-Lymphozyten nach in vitro 
Exposition mit DNA-schädigenden Substanzen wurden die Zellen mit Hilfe der 
Einzelzell-Gelelektrophorese („Comet Assay“) untersucht (Singh et al., 1988; Tice et al., 
2000). Mit diesem Verfahren ist es möglich, Strangbrüche in der nukleären DNA 
individueller Zellen nachzuweisen. Diese entstehen zum Teil spontan, wie z.B. an 
destabilisierten abasischen Stellen (Lindahl, 1993), aber größtenteils intermediär 


















Abb. 12: Nachweis von Reparatur-induzierten Strangbrüchen im „Comet Assay“ (alkalische 
Einzelzell-Gelelektrophorese). A.) Nach in vitro-Exposition z.B. gegen Melphalan wird eine 
Reihe unterschiedlicher DNA-Addukte gebildet, die durch Inzisionen unterschiedlicher Enzyme 
der verschiedenen DNA-Reparatursysteme entfernt werden können. Die durch die Reparatur 
entstehenden Lücken werden durch DNA-Ligasen anschließend verschlossen. B.) Im „Comet 
Assay“ werden durch DNA-Reparatur induzierte Einzel- und Doppelstrangbrüche durch die 
elektrophoretische Mobilität der DNA-Fragmente sichtbar (Flächenvergrößerung). Nach 
abgeschlossener Reparatur ist die intakte DNA wiederhergestellt (Normalisierung der Fläche). 
(Modifiziert nach R. Deenen (IFZ)). 
 
Nach Einbettung der Zellen in eine Gelmatrix werden sie in situ lysiert, die Kern-DNA 
alkalisch denaturiert und die durch Einzelstrangbrüche entstandenen DNA-Fragmente in 
Abhängigkeit ihrer Größe elektrophoretisch aufgetrennt. Als Maß für die relative Zahl der 
Strangbrüche dient, nach Anfärbung der DNA mit Ethidiumbromid, die Fläche des 
entstandenen „Kometen“ und deren Fluoreszenz-Intensität. Diese kann im Kern 
einzelner Zellen mit speziellen Image-Analyse-Programmen im Fluoreszenzmikroskop 
quantitativ bestimmt werden. 
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Dabei spiegelt der „Comet Assay“ einen dynamischen Prozess wider, bestehend aus 
mehreren parallel und nacheinander ablaufenden Reaktionen. Limitierend für die Menge 
der DNA-Intermediate im Zellkern sind die Initialreaktionen (Inzision oder Exzision der 
induzierten Primäraddukte) und die finalen Reaktion (Auffüllungssynthese und Ligation). 
Für das Maß der Reparaturgeschwindigkeit wurde neben der initialen relativen 
Flächenvergrößerung (t0) die Zeit berechnet, die von den Zellen benötigt wurde, um     
50 % bzw. 90 % der initialen Strangbrüche zu prozessieren (t50 bzw. t 90). 
Die Auswertung und die statistische Analyse relativ großer Zellzahlen (> 100 Zellen pro 
Zeitpunkt) verhindert, dass die Mittelwerte durch Zell-zu-Zell Unterschiede zu stark 
beeinflusst werden. Dabei zeigte sich eine relativ kleine interzelluläre Varianz 
(Variationskoeffizient 7,4-18,2 %) und eine gute Reproduzierbarkeit. 
 
3.3.1  Prozessierung Schadstoff-induzierter DNA-Strangbrüche bei normalen 
Lymphozyten nach EtNU-Behandlung 
 
Zur Messung der Gesamtreparaturleistung einer Zellpopulation wurden die 
Reparaturkinetiken aufgezeichnet. Um später die Unterschiede in der Resistenz-
Entwicklung von CLL-Lymphozyten aufzeigen zu können, wurde zunächst eine 
Vergleichspopulation von normalen B-Lymphozyten (NL) ausgewertet. 
Aufgrund der schnellen Reaktionskinetik sind bei einer Dosis von 100 µg EtNU/ml nach 
20 Minuten Inkubationszeit bereits fast alle DNA-Addukte in Reparatur-induzierte 
Einzelstrangbrüche überführt worden. Zu Beginn der Messung (t0) war daher die größte 
Anzahl an DNA-Strangbrüchen anhand der relativen Flächenvergrößerung messbar. 
Dieser Wert gilt als erster wichtiger Parameter für die Beurteilung der DNA-
Reparatureffizienz. Auch hier waren große individuelle Unterschiede zwischen den 
Zellen verschiedener Probanden sichtbar. Diese Unterschiede beruhen auf der 
unterschiedlich effizienten Schadens-Prozessierung, da die Zerfallskinetik von EtNU und 
die primär gebildeten DNA-Addukte bei allen Proben gleich sind (Abb. 13).  
Die sehr niedrige relative Flächenvergrößerung bei NL 557 lässt darauf schließen, dass 
hier die Induktion und Reparatur der DNA-Strangbrüche zu großen Teilen schon 
während der Expositionszeit stattgefunden hat, so dass nur noch ein kleiner Anteil an 
DNA-Strangbrüchen zum Zeitpunkt der ersten Messung vorlag. Dies deutet auf einen 
Phänotyp sehr schneller Reparatur-Prozessierung hin. 
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Abb. 13: Kinetiken der Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei normalen Lymphozyten nach 
EtNU-Exposition. Normale Lymphozyten unterschiedlicher Spender wurden in vitro mit EtNU 
(100 µg/ml, 20 min, 37°C) inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots 
entnommen und mit Hilfe des „Comet Assays“ auf DNA-Strangbrüche untersucht. Zur Bewertung 
der Reparatureffizienz der verschiedenen Proben wurde die Zeit bestimmt, die für die Reparatur 
von 50 % bzw. 90 % der initialen Strangbrüche benötigt wurde (t50% bzw. t90%). 
 
 
3.3.2 Prozessierung Schadstoff-induzierter DNA-Strangbrüche bei CLL-
Lymphozyten nach EtNU-Behandlung 
 
Im Gegensatz zu NL war bei der Untersuchung von CLL-Lymphozyten eine 
Konzentration von 150 µg EtNU/ml für 20 Minuten notwendig, um eine ausreichende 
Kometen-Größe für die Messung zu erreichen. Diese erniedrigte Strangbruchrate kann 
sowohl durch eine verringerte Inzisions-Aktivität, als auch durch eine Beschleunigung 
der späteren Schritte der DNA-Reparatur bei den Tumorzellen zustande kommen. 
Insgesamt wurden Zellproben von 21 CLL-Patienten analysiert (Tab. 1). Auch hier ist ein 
breites Spektrum zellulärer Reparatur-Kinetiken für die Strangbruchprozessierung von 
CLL-Lymphozyten nachweisbar (Abb. 14). Die mittlere „initiale“ Kometen-Größe (t0) 
variierte dabei für die einzelnen Proben zwischen 26 % und 434 %, die Halbwertzeiten  
(t 50%) lagen zwischen 6 und 60 Minuten. Eine Ausnahme stellt in dieser Hinsicht nur die 
Probe CLL 1004 dar, bei der eine außergewöhnlich lange Halbwertszeit von 90 Minuten 
gemessen wurde. Unabhängig von den Unterschieden der Reparatur-Kinetik im 
Vergleich zu normalen Lymphozyten, lassen sich auch die CLL-Lymphozyten innerhalb 
ihrer Gruppe in „langsame“, „mittlere“ und „schnelle“ Reparatur-Phänotypen unterteilen. 
Zeit nach EtNU [min]






























  3. Ergebnisse 
 
  49   
In der Gruppe „schnell“ (z.B. CLL 930) zeigt sich neben kleinen „initialen“ Kometen eine 
sehr schnelle Prozessierung der DNA-Reparatur-Intermediate innerhalb von 15 Minuten. 
In Abhängigkeit von der „initialen“ Kometen-Bildung und der Reparaturzeit können noch 
die zwei Untergruppen der „Mittleren“ (z.B. CLL 529) und der „Langsamen“ (z.B. CLL  
1006) differenziert werden. Dabei sind die Unterschiede des Reparatur-Phänotyps auf 
die DNA-Reparaturkapazität deutlich sichtbar (Abb. 15). 
 
Probe t 0 [%] t 50% [min] t 90% [min] Phänotyp 
CLL 417 346 25 90 langsam 
CLL 425 117 35 55 mittel 
CLL 529 106 40 70 mittel 
CLL 543 259 48 70 langsam 
CLL 544 434 34 70 langsam 
CLL 594 106 35 55 mittel 
CLL 606 190 10 60 mittel 
CLL 609 274 30 60 langsam 
CLL 610 368 12 40 mittel 
CLL 612 26 12 35 schnell 
CLL 632 315 37 55 langsam 
CLL 767 44 12 22 schnell 
CLL 929 5 15 25 schnell 
CLL 930 62 6 15 schnell 
CLL 936 229 46 60 langsam 
CLL 940 81 12 31 schnell 
CLL 942 389 54 90 langsam 
CLL 1004 260 90 120 langsam 
CLL 1005 235 60 90 langsam 
CLL 1006 281 35 90 langsam 
CLL 1008 192 45 75 langsam 
 
Tab. 01: Klassifizierung der DNA-Reparaturkapazität von CLL-Lymphozyten nach EtNU-Exposition. 
Die Messung erfolgte mittels „Comet Assay“. t0 = initiale Kometenbildung [%] im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe; t50% = Minuten bis zur Reduktion der Kometenfläche um 50%; 
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Abb. 14: Kinetiken der Prozessierung von DNA-Strangbrüchen bei CLL-Lymphozyten nach EtNU-
Exposition. CLL-Lymphozyten unterschiedlicher Spender wurden in vitro mit EtNU (150 µg/ml, 
20 min, 37°C) inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Zell-Aliquots entnommen und mit 
Hilfe des „Comet Assays“ auf DNA-Strangbrüche untersucht. Zur Bewertung der 
Reparatureffizienz der verschiedenen Proben wurde die Zeit bestimmt, die für die Reparatur von 50 





























Abb. 15: Einfluss verschiedener Reparatur-Phänotypen auf die initiale Fläche sowie die 
Reparaturzeiten im „Comet Assay“. A.) initiale Fläche der Kernfluoreszenz (%) im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrollgruppe des „Comet Assay“ von CLL-Lymphozyten nach Inkubation mit 
EtNU (150 µg/ml, 20 min, 37°C) in vitro in Abhängigkeit vom Reparaturphänotyp (langsam / 
mittel / schnell). B.) Verteilung der t50% Werte (min) bzw. C.) der t90% Werte (min) in 
Abhängigkeit vom Reparatur-Phänotyp; Box: 25-75% Quartile, Whisker: Spannweite, Linie 
innerhalb der Box: Median. 
Zeit nach EtNU [min]
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3.3.3 Die Prozessierung Schadstoff-induzierter DNA-Strangbrüche ist 
pharmakologisch modulierbar 
 
Die hier eingesetzte Methode des „Comet Assay“ zeigt zwar die Kinetik der 
Schadensprozessierung der DNA auf, allerdings gibt sie keine Auskunft über den Anteil 
der einzelnen dafür benutzten Reparaturwege. Vor allem im Hinblick auf die große 
individuelle Varianz der Reparatur-Kinetiken wäre eine Zuordnung zu einzelnen 
Reparaturwegen wünschenswert. 
Methoxyamin (MX) ist ein Methylether, der eine spezifische Inhibition der Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) bewirkt (Liu & Gerson, 2004). Nach dem Herausschneiden 
einer modifizierten (z.B. ethylierten oder oxidierten) Base durch eine Reparatur-
Glykosylase, bindet MX durch eine Reaktion mit der offenen Ringstruktur der 
Desoxyribose an die entstehende abasische Stelle und blockiert dadurch die 
nachfolgende Inzision des betroffenen DNA-Strangs durch eine AP-Endonuklease. 
Durch diese Blockade wird die gesamte weitere Prozessierung des Schadens  
unterbunden und so die Induktion von DNA-Strangbrüchen entsprechend des relativen 
Anteils des BER-Weges vermindert (Buschfort et al., 1997; Thomale et al., 1998). 
Eine Inkubation mit MX vor der Behandlung mit EtNU führte in den untersuchten CLL-
Lymphozyten zu einer Reduktion der „initialen“ Kometen-Fläche im Vergleich zu EtNU 
alleine. Der relative Anteil der verbleibenden Kometen-Fläche zeigte extreme 
Unterschiede zwischen einzelnen Zellproben (Tab. 2). Dies deutet darauf hin, dass die 
Effizienz der BER an der Gesamtreparaturleistung bei CLL-Lymphozyten eine große 
individuelle Spannbreite aufweist (4-100 %). Bei Proben mit einer starken Abnahme der 
Fläche durch MX-Vorbehandlung (z.B. CLL 612 / 940) kann daraus geschlossen 
werden,  dass hier die DNA-Alkylierungsschäden fast ausschließlich über den BER-Weg 
prozessiert werden. Andere Zellproben (z.B. CLL 594 / 1008) zeigten nur eine 
vergleichsweise geringe BER-Aktivität und prozessieren die DNA-Addukte demnach 
überwiegend durch die Inzisions-Mechanismen des NER- oder des MMR-Weges (Tab. 
2; Abb. 16). Zwischen diesen Extremsituationen zeigten sich bei den 21 CLL-Proben 
nahezu alle Übergangszustände. Dies zeigt, dass nicht nur die Gesamtleistung der 
Reparatur sehr unterschiedlich ist, sondern auch die relative Aktivität einzelner DNA-
Reparaturwege starken Einfluss auf den Reparatur-Phänotyp hat. So ist der Anteil der 
BER bei Proben mit „schneller“ Reparatur überwiegend hoch, während bei den 
„Langsamen“ und „Mittleren“ der Anteil meist geringer ist.  
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Die wiederholte Analyse von Zellen gleicher Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten 
(z.B. CLL 417 + 610) zeigte eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Messergebnisse. 
Dies gilt neben der „initialen“ Kometen-Fläche auch für die prozentuale Reduktion dieser 
Fläche durch MX (Abb. 17). Dies deutet darauf hin, dass (solange keine 
Resistenzentwicklung stattgefunden hat) sowohl die gesamte DNA-Reparaturleistung 
der Tumorzellen als auch der relative Anteil einzelner Reparaturwege weitgehend 
konstant bleibt. 
  
Probe t 0 [%] t0 + MX [%] Abnahme der rel. Fläche [%] 
CLL 417 346 225 35 
CLL 425 117 106 10 
CLL 529 106 101 5 
CLL 543 259 167 36 
CLL 544 434 308 30 
CLL 594 106 101 5 
CLL 606 190 175 8 
CLL 609 274 122 55 
CLL 610 368 211 43 
CLL 612 26 0 100 
CLL 632 315 100 69 
CLL 767 44 12 73 
CLL 929 5 4 20 
CLL 930 62 4 94 
CLL 936 229 91 60 
CLL 940 81 0 100 
CLL 942 389 136 65 
CLL 1004 260 160 38 
CLL 1005 235 202 14 
CLL 1006 281 191 32 
CLL 1008 192 185 4 
 
Tab. 02: Effekt von Methoxyamin auf die DNA-Strangbruchinduktion bei CLL-Lymphozyten nach 
EtNU-Exposition. Initiale Kometenbildung [%] im „Comet Assay“ entweder ohne oder mit MX (5 
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Abb. 16: Einfluss von Methoxyamin (MX) auf die Induktion von DNA-Strangbrüchen bei EtNU-
exponierten CLL-Lymphozyten. DNA-Strangbrüche wurden mit Hilfe des „Comet Assay“ bei 
isolierten CLL-Lymphozyten nach einer Exposition gegenüber EtNU (150 µg/ml, 20 min, 37°C) in 
vitro bestimmt. Es handelt sich dabei um unbehandelte (rote Balken) oder um mit MX (1 mM, 1h) 





Abb. 17: Anteil der BER an der Gesamt-Reparaturleistung im Krankheitsverlauf eines Patienten.    
A.) Zu verschiedenen Zeiten des Krankheitsverlaufs eines Patienten wurden die CLL-Lymphozyten 
ex vivo  mit oder ohne vorherige Inkubation mit MX mit EtNU (150 µg/ml, 20 min, 37°C) 
behandelt und die DNA-Strangbrüche mit Hilfe des „Comet Assay“ untersucht. Sowohl die 
Gesamt-Reparaturleistung (grüne Balken), als auch die Reparaturleistung bei Blockade der BER 
(rote Balken) zeigen innerhalb von 6 Monaten (zu beiden Zeitpunkten sensitiv) keinen 
signifikanten Unterschied. B.) Der relative Anteil der BER an der Gesamt-Reparaturleistung zeigt 
nur einen geringen Unterschied (35% gegenüber 43%). 
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3.3.4 Messung von Melphalan-induzierten DNA-Schäden im „Comet Assay“ 
 
Initial zeigt sich nach Inkubation mit Melphalan eine sehr variable relative 
Flächenvergrößerung im „Comet Assay“ mit einer fehlenden Reduktion des Kometen im 
Laufe der weiteren Beobachtungszeit. Da die anfänglich von Melphalan mit der DNA 
gebildeten Monoaddukte von DNA-Reparaturenzymen beseitigt werden, entstehen 
Einzelstrangbrüche, die im „Comet Assay“ messbar sind. Die Monoaddukte reagieren 
allerdings im weitern Verlauf weiter zu Inter- und Intrastrang-DNA-Quervernetzungen, 
die eine verminderte Mobilität der DNA im „Comet Assay“ zur Folge haben. Durch die 
Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen Reparatur-induzierten Einzelstrangbrüchen 
und Ausbildung von DNA-Quervernetzungen, kommt es zu einer lang anhaltenden, 
relativ konstanten Strangbruchrate. Daher ist die tatsächliche DNA-Reparaturleistung 
der untersuchten Zellen nach Melphalan-Exposition nicht hinreichend exakt zu 
analysieren. 
 
3.3.5  Messung von Cisplatin-induzierten DNA-Schäden im „Comet Assay“ 
 
Im „Comet Assay“ wurden auch Zellen nach Inkubation mit Cisplatin auf Reparatur-
induzierte Strangbrüche hin analysiert. Allerdings waren weder in NL noch in CLL-
Lymphozyten DNA-Strangbrüche nachweisbar. Vermutlich führen die durch Cisplatin 
hervorgerufenen Interstrang-Quervernetzungen zu einer verminderten 
elektrophoretischen Auftrennung der DNA. Nur eine gleichzeitige Reparatur der DNA-
Intrastrang-Addukte würde zu einer relativen Flächenvergrößerung im „Comet Assay“ 
führen. Allerdings ist unter diesen Bedingungen nicht nachweisbar, wie groß der Anteil 
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3.4 Microarray Analysen zur Untersuchung von Genexpressions-
mustern bei CD19+-Lymphozyten 
 
Um die spezifische Funktion einzelner Gene zu verstehen, ist es wichtig zu wissen 
wann, wo und in welchem Maße ein Gen exprimiert wird und wie die Aktivität sowie die 
biologische Rolle des kodierten Proteins aussieht. 
Die Transkription der genomischen DNA in mRNA ist der erste Schritt im Prozess der 
Protein-Synthese und Unterschiede der Gen-Expression sind verantwortlich für 
morphologische und phänotypische Unterschiede sowie Indikatoren für zelluläre 
Antworten auf Entwicklungs-Stimuli und Störungen. 
So konnten bisher als einheitlich angesehene Tumorentitäten, nach Charakterisierung 
ihrer Genexpression in mehrere distinkte Erkrankungen aufgeteilt werden (Alizadeh et 
al., 2000; Rosenwald & Staudt, 2003), sowie eine Sicherung der Diagnose und 
effektivere Behandlung ermöglicht werden (Staudt, 2003). 
Die Nukleinsäure-Microarray-Technologie, welche auf der Hybridisierung von 
Fluoreszenz-gefärbten cRNA-Proben mit auf einer Glasoberfläche aufgetragenen 
Oligonukleotiden beruht,  ermöglicht es die Genexpression einer Vielzahl von Genen in 
nur einem Experiment zu bestimmen. Diese Methode kann deshalb auch eingesetzt 
werden, um Einblicke in die Konstitution des hochkomplexen DNA-Reparatur-Netzwerks 
beispielsweise von CLL-Lymphozyten zu erhalten. Für die Analyse der wichtigsten DNA-
Reparaturgene wurde der hier verwendete Microarray nach unseren Vorgaben von der 
Firma MWG Biotech hergestellt.  
Entsprechend ihrer Funktion wurden aus einer Datenbank 158 DNA-Reparatur-Gene, 4 
Normierungs-Gene und 24 Kontroll-Sequenzen ausgewählt (Benson et al., 1997; 
Boguski et al., 1993; Schuler et al., 1996). Die entsprechenden Gene wurden dabei 
jeweils von drei Oligonukleotid-Sequenzen mit einer Länge von 50 Nukleotiden 
repräsentiert, die zum 3’-Ende bzw. zum 5’-Ende, sowie zum mittleren Bereich der 
entsprechenden cRNA komplementär waren (Lipshutz et al., 1999). Zusätzlich befand 
sich von jedem Oligonukleotid noch ein entsprechendes Replikat auf dem Chip  (Abb. 
18).  Zur Hybridisierung an den Microarrays war eine Amplifizierung der RNA notwendig, 
die hierzu in cDNA umgeschrieben wurde. Nach der Synthese des Zweitstrangs erfolgte 
die reverse Transkription (Milligan et al., 1987) und die Markierung mit Cy3- bzw. Cy5-
gekoppelten UTPs (Mujumdar et al., 1993). Dadurch konnte jeweils eine Cy3- mit einer 
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Cy5-markierten cRNA zusammen auf einem Microarray hybridisiert werden (Fodor, 
1993), um die Array-zu-Array Varianz zu minimieren (Abb. 19). 
Abb. 20 zeigt exemplarisch einen MWG-Microarray. Dabei stehen die grünen Punkte für 
höher exprimierte Gene in der Cy3-markierten Probe und rote Punkte für höher 
exprimierte Gene in der Cy5-markierten Probe, während gelbe Punkte durch gleich 
hohe Genexpression beider Proben entsteht. Zusätzlich sieht man zur Normierung 
notwendige Kontroll-Spots mit „Houskeeping“-Genen. Die hier hybridisierte cRNA 




Abb. 18: Belegung des MWG Pan Array. Der Microarray enthält Hybridisierungssequenzen für 158 Gene 
der DNA-Reparatur sowie der Zellzyklus- (nicht dargestellt) und Apoptose-Regulation. Die 
entsprechenden Gene werden jeweils von drei Oligonukleotid-Sequenzen mit einer Länge von 50 
Nukleotiden repräsentiert. Zusätzlich enthält der Microarray 4 Normierungs-Gene und 24 Kontroll-
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Abb. 19: Schematische Darstellung der RNA-Amplifizierung, Markierung der cRNA und 
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Abb. 20: Hybridisierung auf dem MWG Pan Array. Foto eines MWG Pan Array. Durch die 
Doppelhybridisierung können zwei Proben mit verschiedenen Farbstoffen (Cy 3 bzw. Cy 5) an 
einem Array untersucht werden. Grüne Punkte repräsentieren höher exprimierte Gene im Cy 3 
Kanal (FE 35), rote Punkte höher exprimierte Gene im Cy 5 Kanal (BJ20). Gelbe Punkte stellen 
eine gleich hohe Hybridisierung beider Farbstoffe da. Außerhalb der Oligonukleotid-Spots ist z.T. 
unspezifisches Hintergrundsignal sichtbar. 
 
3.4.1 Vergleichbarkeit der Cy3- und Cy5-Markierung 
 
Um die Vergleichbarkeit der Cy3- und Cy5-Markierung zu untersuchen, wurden jeweils 
für beide Farbstoffe RNA-Proben von Lymphozyten eines Patienten auf einem Array 
untersucht. Dabei wurden für jeweils beide Proben die Signale der drei Oligonukleotide 
pro Gen gemittelt und die logarithmierten Mittelwerte gegeneinander aufgetragen (Abb. 
21). Bei völliger Übereinstimmung sollte sich in der graphischen Darstellung eine 
Gerade ergeben. Wenn dies nicht in allen Bereichen aufgrund variabler Hybridisierung 
komplett erreicht wird, liegt z.B. eine „Spearman rank“-Korrelation von 0,934 bei CLL 
892 bzw. 0.961 bei CLL 889 vor. 
 
3.4.2 Reproduzierbarkeit der Proben auf unterschiedlichen Microarrays 
 
Zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Hybridisierung wurden Zell-Proben gleicher 
Spender mit Cy3 bzw. Cy5 markiert und auf unterschiedliche Arrays aufgetragen. Des 
Weiteren folgten Versuchsreihen mit unterschiedlichen cRNA-Konzentrationen, um die 
Sensitivität und Reproduzierbarkeit für variable Mengen an Ausgangsmaterial zu 
überprüfen. 
Sowohl für Cy3 (CLL 890) als auch für Cy5 (CLL 903, BJ20) lag eine „Spearman rank“- 
Korrelation von 0,821 bis 0,993 vor. Dabei wurden um den Faktor vier unterschiedliche 
Mengen an cRNA (5-20 µg) pro Array eingesetzt (Abb. 22).  
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Abb. 21: Reproduzierbarkeit der Hybridisierung der zwei Farbstoffe auf einem Microarray. A.)-B.) 
stellen die Verteilungsdiagramme der Signalintensitäten von CLL-Proben auf einem Microarray 
dar. Aufgetragen sind die absoluten Signalintensitäten aus den Microarray Analysen 
(logarithmische Skalierung). Auf einem Array sind jeweils die Cy3- bzw. Cy5-markierte cRNAs 





























Abb. 22: Reproduzierbarkeit der Hybridisierung von CLL-Proben auf unterschiedlichen Microarrays. 
A.)-D.) stellen die Verteilungsdiagramme der Signalintensitäten von CLL-Proben mit jeweils 
einem Farbstoff (CLL 890 – Cy3, CLL 903 – Cy5, BJ20 – Cy5) auf unterschiedlichen Microarrays 
da. Aufgetragen sind die absoluten Signalintensitäten aus den Microarray Analysen (logarithmische 
Skalierung). Auch die Menge der eingesetzten mRNA wurde variiert (CLL 890: 10µg bzw. 20µg; 
CLL 903: 15µg bzw. 21µg; BJ20: 20µg bzw. 21µg). r = Spearman’scher Rangkorrelations-
Koeffizient 
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3.4.3  RNA-Expressionsanalyse von CD19+-Lymphozyten 
 
Zur Beantwortung der Frage, ob die klinische Resistenz gegenüber Chemotherapeutika 
bei CLL-Patienten und ein veränderter Reparaturphänotyp der Tumorzelle sich in einem 
veränderten Expressionsmuster von DNA-Reparaturgenen in diesen Zellen 
widerspiegelt, wurden die Datensätze von 65 CLL-Proben und 2 NL-Proben 
ausgewertet.  
Die CLL-Proben stammen von insgesamt 49 verschiedenen Patienten. Bei einigen 
Patienten wurden zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen, um Änderungen der 
Expressionsprofile im Krankheitsverlauf analysieren zu können. Entsprechend ihres 
klinischen Ansprechens auf die jeweilige Therapie wurden die CLL-Patienten in 
verschiedene Gruppen eingeteilt (Tab. 3). 
Im weiteren Verlauf werden in der „sensitiven“ Gruppe die Patienten zusammengefasst 
die bisher keine Behandlungsindikation aufweisen oder auf die Chlorambucil-Therapie 
bisher angesprochen hatten. Bei den Patienten, bei denen eine Chemotherapie mit 
Fludarabin begonnen wurde, hatte bereits eine Resistenz-Entwicklung eingesetzt. Daher 
werden diese, zusammen mit den auch gegen diese Therapie schon resistenten 
Patienten, in die „resistente“ Gruppe eingeordnet. 
 
Status Anzahl der Patienten Anteil der Patienten [%] 
keine Behandlungsindikation 16 33 
Therapie sensitiv 12 25 
Therapie Fludarabin + Interferon 4 8 
Therapie resistent 6 12 
unklarer klinischer Status 11 22 
 
Tab. 03: Behandlungsstatus der CLL-Patienten, deren Genexpression mittels Microarrays analysiert 
wurde. 
 
3.4.4 Untersuchung des Genexpressionsmusters von CLL-Lymphozyten im 
Hinblick auf die DNA-Reparaturkapazität 
 
In den vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich bei den meisten der „resistenten“ 
CLL-Patienten eine Erhöhung der funktionellen DNA-Reparaturkapazität.  
Zur Untersuchung des Unterschieds zwischen „sensitiven“ und „resistenten“ Proben, 
wurden die Expressionswerte der DNA-Reparaturgene miteinander korreliert (Abb. 23). 
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Als Maß für die Ähnlichkeit der Genexpression wurde die Pearson’sche Rangkorrelation 
verwendet. Dabei stellte sich heraus, das die Korrelation der Mittelwerte der Expression 
von DNA-Reparaturgenen zwischen sensitiven und resistenten Proben sehr hoch war    
(r = 0,968), im Gegensatz dazu war die Korrelation im Vergleich zu normalen 
Lymphozyten wesentlich geringer. Bei „sensitiven“ im Vergleich zu normalen 
Lymphozyten liegt die Korrelation bei r = 0,849 und bei „resistenten“ im Vergleich zu 
normalen Lymphozyten bei r = 0,764. 
 
Abb. 23: Korrelation der Expression von DNA-Reparaturgenen zwischen verschiedenen Patienten 
Kollektiven. Korrelation der Expression (relative Signalintensität mit logarithmischer Skalierung) 
von 158 DNA-Reparaturgenen zwischen A.) den Mittelwerten aller resistenten CLL-Patienten 
gegenüber denen aller sensitiven CLL-Patienten (r = 0,968), B.) den Mittelwerten aller sensitiven 
CLL-Patienten gegenüber denen der normalen Probanden (r = 0,849) und C.) den Mittelwerten 
aller resistenten CLL-Patienten gegenüber denen der normalen Probanden (r = 0,764). r = 
Pearson’scher Rangkorrelations-Koeffizient 
 
Dieser Befund könnte auf eine Verschiebung in dem Profil der Expression der 
Reparaturgene hindeuten, die im weiteren Verlauf der Erkrankung voran schreitet, wie 
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der Vergleich von Proben eines CLL-Patienten im Laufe der Chemotherapie-
Resistenzentwicklung zeigt (KT-29). 
Während die Proben des Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten nach Entwicklung der 
Chlorambucil-Resistenz eine Pearson’sche Rangkorrelation von r = 0,982 aufweisen, ist 
die Korrelation zur Expression einer Zell-Probe vor dieser Resistenz-Entwicklung mit r = 
0,811 deutlich niedriger (Abb. 24). 
 
 
Abb. 24: Korrelation der Expression von DNA-Reparaturgenen zwischen verschiedenen Zeitpunkten 
eines CLL-Patienten. Korrelation der Expression (relative Signalintensität mit logarithmischer 
Skalierung) von 158 DNA-Reparaturgenen zwischen A.) zwei Zeitpunkten in denen der Patient 
(KT29) zur resistenten Therapiegruppe gehört (r = 0,982) und B.) zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
der Resistenzentwicklung (sensitiv – resistent) (r = 0,811). r = Pearson’scher Rangkorrelations-
Koeffizient 
 
3.4.5 Clusteranalyse der Genexpressionsmuster von CD19+-Lymphozyten 
 
Zum Vergleich der Arrays untereinander diente die hierarchische Clusteranalyse. Die 
relative Fluoreszenz-Intensität der 158 untersuchten Gene wurde nach Logarithmierung 
und Normalisierung über alle Arrays normiert (Eisen et al., 1998). Um Fehler durch 
unregelmäßig exprimierte Gene auszuschließen, wurden nur Gene berücksichtigt, die in 
mindestens 80 % der Fälle als „present“ gefunden wurden (155 von 158). Die 
Clusteranalysen erfolgten mit der Korrelation als Ähnlichkeitsmaß (Jain et al., 1988). 
Bei der “unsupervised” Clusteranalyse, stellte sich heraus, dass die Unterschiede in der 
Genexpression zu gering, oder innerhalb der Subgruppen zu unterschiedlich sind, um 
die Proben anhand ihres Ansprechens auf die Chemotherapie unterscheiden zu können 
(Abb. 25a).  
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Für die funktionellen Unterschiede, welche die Resistenz gegenüber einer 
Chemotherapie bedingen, scheint somit kein einheitliches Expressionsmuster der DNA-
Reparaturgene verantwortlich zu sein. 
Alternativ wurde eine „supervised“ Clusteranalyse durchgeführt (Korrelation als 
Ähnlichkeitsmaß) unter Vorgabe der verschiedenen CLL-Gruppen (Abb. 25b). Auch hier 




Abb. 25: Hierarchische Clusteranalyse von CLL-Proben. Die Expressionssignale der Probesets wurden 
auf ihre mittlere Signalintensität normiert und logarithmiert. Probesets mit mehr als 30% „present 
calls“ wurden einer „unsupervised“ Clusteranalyse unterzogen. Die relative Expressionshöhe wird 
durch rote (bis zu + 4fach) bzw. grüne Farbe (bis zu – 4fach) ausgedrückt. Der Mittelwert der 
Expression erscheint schwarz. (Programm : Gene Cluster) 
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Daher wurde als letzter Schritt eine „supervised“ Clusteranalyse durchgeführt, bei der 
sowohl die Anordnung der CLL-Proben nach ihrem klinischen Status als auch die Gene 
nach der Zugehörigkeit zu den einzelnen Reparaturwegen (NHEJ, HR, MMR, MGMT, 
NER, BER) erfolgte (Abb. 26). Dabei ist für keinen der verschiedenen Reparaturwege 
eine Veränderung der Expression über die verschiedenen CLL-Gruppen hinweg 
sichtbar. Auch für einzelne Proben gab es innerhalb einzelner Reparaturwege keine 




































Abb. 26: Hierarchische Clusteranalyse von Lymphozyten-Proben. Die Expressionssignale der Probesets 
wurden auf ihre mittlere Signalintensität normiert und logarithmiert. Probesets mit mehr als 30% 
„present calls“ wurden in Abhängigkeit von ihrer Therapiegruppe einer „supervised“ 
Clusteranalyse unterzogen. 0 = Therapie unbekannt, 1 = keine Therapie, 2 = sensitiv, 3 = 
Fludarabin, 4 = resistent, 5 = NL. Die Zuordnung der Gene erfolgte ebenso „supervised“ in 
Abhängigkeit ihrer Zugehörigkeit zu den verschiedenen DNA-Reparaturwegen (DSBR NHEJ – 
DSBR HR – MMR – MGMT – NER – BER). Die relative Expressionshöhe wird durch rote (bis zu 
+ 4fach) bzw. grüne Farbe (bis zu – 4fach) ausgedrückt. Der Mittelwert der Expression erscheint 
schwarz. Graue Balken trennen die verschiedenen DNA-Reparaturwege voneinander ab. 
(Programm : Gene Cluster) 
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3.4.6   Genexpressionsanalysen der individuellen DNA-Reparaturwege  
 
Da die Betrachtung der Clusteranalyse keinen Aufschluss über die Regulation der 
Expression bei einzelnen Reparaturwegen gab, erfolgte die Auswertung der 
Genexpressionsmuster entlang dieser distinkten Wege. Diese Darstellung der individuell 
sehr unterschiedlich exprimierten DNA-Reparaturgene, scheint daher eher in der Lage 
zu sein, die Resistenz gegenüber Chemotherapeutika zu erklären als eine „globale“ 




Bei der detaillierten Untersuchung des BER-Weges stellten sich durchaus Unterschiede 
heraus. Auch wenn bei zunehmender klinischer Resistenz  keine generell höhere bzw. 
tiefere Expression aller Gene dieses Reparaturweges sichtbar wird, so zeigte sich bei 
einigen Genen eine differentielle Expression. Während diese z.B. bei MYH (Mut Y 
Homolog), PARP, DNA-Polymerase ß, DNA-Ligase III deutlich höher ist als bei 
normalen Lymphozyten gefunden wurde, war sie geringer bei MPG (DNA-3-
Methyladenin Glykosylase), MTH1 (Mut T Homolog) und FEN-1 (Flap Endonuclease 1). 
Dies legt den Schluss nahe, dass es Schlüsselenzyme gibt, welche die Geschwindigkeit 
und Effizienz einzelner Reparaturwege maßgeblich beeinflussen. Andererseits 
beschränkt sich die Resistenzentwicklung sehr wahrscheinlich nicht auf die 
Veränderung in einem Reparaturweg alleine (Abb. 27). 
Betrachtet man individuelle CLL-Proben im Vergleich zu den Mittelwerten der jeweiligen 
Therapiegruppe, zeigen sich wieder stark unterschiedliche Expressionen. Während die 
BER-Gene bei einigen Proben fast durchweg höher exprimiert sind als der Mittelwert 
ihrer Gruppe (z.B. FJ-39 sensitiv), ist die Expression bei anderen größtenteils geringer 
als der Mittelwert (z.B. PJ-52 Fludarabin). Auch diese Schwankungen legen nahe, dass 
die gesteigerte DNA-Reparaturkapazität, die resistente Zellen in der funktionellen 
Analyse aufweisen, nicht mit der Regulation eines einzelnen Reparaturweges zu 
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Abb. 27: Expression von Genen der BER in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. Expressionen 
(relative Signalintensität) von normalen Lymphozyten im Vergleich zu 65 Probesets von CLL-
Patienten geordnet nach der Zugehörigkeit zu den verschiedenen Therapiegruppen (keine Therapie 





Abb. 28: Expression von Genen der BER bei den Tumorzellen einzelner CLL-Patienten im Vergleich 
zum Mittelwert ihrer Therapiegruppe. Expression (relative Signalintensität) der Mittelwerte der 
jeweiligen Therapiegruppe im Vergleich zu A.) CLL-Patienten ohne Behandlungsindikation, B.) 
sensitiven Patienten, C.) Patienten mit Fludarabin-Therapie und D.) resistenten Patienten. 
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Beim Vergleich zwischen Genexpression, Anteil der BER im „Comet Assay“, 
Reparaturphänotyp und klinischer Resistenzentwicklung werden einige Gene auffällig 
unterschiedlich exprimiert, ohne dass man jedoch einen ansteigenden Trend bestimmter 
Gene mit zunehmendem Anteil der BER an der Gesamt-Reparatur erkennen kann. 
Auffällig ist hier wiederum die hohe MYH-Expression bei der „resistenten“ CLL-Probe 
767 (Tab. 4; Abb. 29). 
 
Probe Anteil BER [%] Reparatur-Phänotyp Therapie 
CLL 417 35 langsam sensitiv 
CLL 609 55 langsam sensitiv 
CLL 767 73 schnell resistent 
CLL 936 60 langsam keine 
CLL 1006 32 langsam keine 
 
Tab. 04: Vergleich des Anteils der BER an der Gesamt-Reparaturleistung, dem Reparatur-Phänotyp 
und dem Therapiestatus einzelner CLL-Patienten. 




Abb. 29: Vergleich von Expression der BER-Gene, Anteil der BER an der Gesamt-Reparaturleistung 
und dem Reparatur-Phänotyp einzelner CLL-Patienten. Expression (relative Signalintensität) 
einzelner Probesets im Vergleich zu Mittelwert. Den einzelnen CLL-Patienten wurden jeweils ihr 
(mittels „Comet Assay“ ermittelten) Anteil der BER an der Gesamt-Reparaturleistung sowie ihr 
Reparatur-Phänotyp zugeordnet (Tab. 4). 
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Doppelstrangbruch-Reparatur 
 
Bei der Betrachtung der relativen Signalintensität von an der Doppelstrangbruch-
Reparatur beteiligten Gene, fällt vor allem die extrem hohe Expression der Exonuklease 
Mre11 auf (Abb. 30). Der Proteinkomplex Mre11-Rad50-Nbs1 gilt mittlerweile als 
Schlüsselkomponente der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur und dient der Erkennung 
und Stabilisierung von DSB, der Zellzyklus-Kontrolle und der funktionellen Regulation 





































Abb. 30: Expression von Genen der DSBR in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. Expression 
(relative Signalintensität) von normalen Lymphozyten im Vergleich zu den Mittelwerten der 
verschiedenen Therapiegruppen bei A.) homologer Rekombination und B.) „non-homologous end-
joining“. 
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Die Mittelwerte zwischen sensitiven und resistenten Proben zeigen keinen signifikanten 
Unterschied (Abb. 31a), wobei sich bei der Untersuchung der einzelnen Proben zeigt, 
dass wiederum sehr unterschiedliche individuelle Genexpressionsmuster vorliegen und 
in jeder der Therapiegruppen Proben sowohl unter als auch zum Teil weit über dem 
Mittelwert aller Proben liegen (Abb. 31b) und so keine charakteristisch hohe bzw. 





















































































Abb. 31: Expression von Mre11: A.) in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. Streuung der Expression 
(relative Signalintensität) von sensitiven (keine Therapie oder Therapie-sensitiv) und resistenten 
(Fludarabin oder komplette Therapieresistenz) CLL-Proben.  Box: 25-75% Quartile, Whisker: 
Spannweite, Linie innerhalb der Box: Median. B.) In einzelnen CLL-Proben. Exemplarische 
Darstellung der Expression (relative Signalintensität) einzelner CLL-Proben der verschiedenen 
Therapiegruppe zur Darstellung individueller Unterschiede. Die Linie zwischen dem weißen und 
grauen Anteil entspricht dem Mittelwert aller CLL-Proben. 
 
Beim Vergleich der restlichen Gene (Abb. 32a) des NHEJ der DSB-Reparatur sind 
Ku86, DNA-PK und ATM in CLL-Lymphozyten höher exprimiert als in NL, während 
andererseits die Expression von FA-C, DNA-Ligase IV erniedrigt ist.  
Bei der homologen Rekombination der DSB-Reparatur sind neben ATM auch BRCA-2, 
Nbs1 und XRCC-2 / -4 in CLL-Lymphozyten höher exprimiert, während die Expression 
von Rad54 und BS deutlich geringer ist als in NL (Abb. 32b). 
Besonders hervorzuheben ist die im Laufe der Resistenz-Entwicklung zunehmende 
ATM-Expression, eines der Schlüsselenzyme der DSB-Reparatur (Abraham, 2001; 
Shiloh, 1997). Dabei ist der Mittelwert der resistenten Zellen signifikant (p < 0.005) 
höher als der der anderen Therapiegruppen (Abb. 33). 
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keine          sensitiv      Fludarabin resistent 
Therapie
 
Abb. 32: Expression von Genen der DSBR in Abhängigkeit von der Therapiegruppe (ohne Mre11). 
Dargestellt sind die Mittelwerte der Expression (relative Signalintensität) der verschiedenen 














Abb. 33: Expression von ATM in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. Box: 25-75% Quartile, 
Whisker: Spannweite, Linie innerhalb der Box: Median. 
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Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
 
Da CLL-Lymphozyten sich in der G1/G0-Phase des Zellzyklus befinden und aufgrund der 
fehlenden Zellteilung von der Proliferation abhängige DNA-Reparaturmechanismen 
nicht zum Einsatz kommen können, spielt die Transkriptions-gekoppelte DNA-
Reparatur, die ausschließlich die kleine Gruppe aktiver Gene betrifft, eine besonders 
wichtige Rolle. 
Wie bei den anderen Reparaturwegen zeigt sich eine breite individuelle Streuung der 
Genexpression einzelner CLL-Proben. Auch hier liegen Änderungen der Expression 
einzelner Gene und keine generelle Regulation aller beteiligten Gene im Laufe der 
Resistenz-Entwicklung vor (Abb. 34). 
Bei CLL-Lymphozyten sind unter anderem XPE, DDB1, TFIIH 2/3/4, ERCC1, RAD23A, 
DNA-Ligase I und vor allem die an der Entdeckung der DNA-Schäden maßgeblich 
beteiligte RNA-Polymerase II höher exprimiert, während in normalen Lymphozyten nur 
die Gene von XPB und DNA-Polymerase ε höher exprimiert sind. 
 
 
Abb. 34: Expression von Genen der NER in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. Expression (relative 
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Hier liegen keine statistisch signifikanten Änderungen des Mittelwerts der verschiedenen 
Therapiegruppen vor. Da dieser Reparaturweg vor allem die Zytotoxizität von DNA-
Alkylierungsprodukten während der DNA-Replikation beeinflusst und deshalb den sich 
in der G1/G0-Phase des Zellzyklus befindlichen CLL-Lymphozyten keinen 
Überlebensvorteil bietet, scheint dieses Reparaturenzym keinen Einfluss auf die 




















Abb. 35: Expression des Einschritt-Reparatur Gens MGMT in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. 
Vergleich der Expression (relative Signalintensität) von CLL-Lymphozyten der verschiedenen 




Während die meisten Expressionswerte der an der Mismatch-Reparatur beteiligten 
Gene relativ gering sind und sich zwischen den verschiedenen Therapiegruppen nicht 
wesentlich unterscheiden (Abb. 36), ist jedoch die Expression von mlh1 auffällig. So 
sind die Mittelwerte bei Proben von Patienten ohne Therapie, sowie von resistenten 
Patienten im Gegensatz zu gesunden Probanden erhöht, während die sensitive und die 
Fludarabin-Gruppe erniedrigte Expressionen zeigt. Bei genauerer Betrachtung der 
individuellen Expressionen wird deutlich, dass der Mittelwert sehr stark von einzelnen 
Proben mit hoher Expression bestimmt wird, da die meisten Proben nur eine geringe 
Signalintensität aufweisen (Abb. 37). 
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Abb. 36: Expression von Genen der Mismatch-Reparatur in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. 
Expression (relative Signalintensität) von normalen Lymphozyten im Vergleich zu CLL-Zellen 

























Abb. 37: Expression des Mismatch-Reparatur-Gens mlh1 in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. 
Vergleich der Expression (relative Signalintensität) von CLL-Lymphozyten einzelner Patienten der 
verschiedenen Therapiegruppen. Die Linie zwischen dem weißen und grauen Anteil entspricht dem 





















B) Therapie-sensitiv C) Fludara D) Resistent
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Des weiteren scheint die Expression von msh6 bedeutungsvoll für die 
Resistenzentwicklung zu sein, da dieses Gen als einziges in der resistenten Gruppe 
einen signifikant höheren Mittelwert aufweist (p<0,005) (Abb. 38) und zudem in 









Abb. 38: Expression des Mismatch-Reparatur-Gens msh6  in Abhängigkeit von der Therapiegruppe. 
Vergleich der Expression (relative Signalintensität) von CLL-Lymphozyten der verschiedenen 
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Schadenserkennung
Signaltransduktion





4. Diskussion  
 
Neben Operation und Bestrahlung stellt die Chemotherapie eine wichtige Säule in der 
Behandlung maligner Erkrankungen da. Das größte klinische Problem ist dabei die 
Entwicklung von Resistenzen gegen die unterschiedlichen Chemotherapeutika. Dafür 
gibt es eine Reihe von Ursachen denen zelluläre, systemische oder pharmakokinetische 
Mechanismen zugrunde liegen können.  
Bei den verwendeten Agenzien handelt es sich abgesehen von den neuen 
Therapieansätzen auf der Basis monoklonaler Antikörper oder Proteinkinase-Inhibitoren, 
überwiegend um Substanzen, die mit der DNA der Zielzellen interagieren und zu deren 
Schädigung führen. Durch die unterschiedlichen Substanzklassen der 
Chemotherapeutika wird dabei ein breites Spektrum unterschiedlicher DNA-Läsionen 
erzeugt. In proliferierenden Zellen wird dann normalerweise ein Zellzyklus-Arrest 
eingeleitet mit dem anschließenden Versuch, die Schäden zu reparieren. Alternativ 
erfolgt der Zelluntergang durch Apoptose. Dadurch wird das Überleben von Zellen mit 
beschädigter DNA vermieden. Kommt es allerdings zu Fehlern in diesem Ablauf, z.B. 
bedingt durch eine mangelhafte DNA-Reparatur oder Signaltransduktion, entstehen 
Mutationen oder eine genomische Instabilität bedingt durch das Auftreten von 
Chromosomen-Aberrationen (Norbury et al., 2004; Richardson et al., 2000). Solche 
existenzfähigen Zellen, die noch proliferieren können, aber eine beschädigte DNA 
















Abb. 39: „Damage response network“. Die Schadenserkennung und Signaltransduktion sind 
Mechanismen, die gemeinsam der DNA-Reparatur, der Zellzyklus-Kontrolle oder  der Apoptose 
vorausgehen. Die Konsequenz einer DNA-Schädigung ist Zelltyp-spezifisch. Sind diese Prozesse 
fehlerhaft, so überlebt und proliferiert die Zelle mit beschädigter DNA und kann so zur 
Resistenzentwicklung oder Tumorentstehung beitragen. (nach Norbury et al., 2004) 
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Zur Untersuchung der Frage, ob das DNA-Reparatursystem einer Tumorzelle eine Rolle 
bei der Resistenzentwicklung spielt, wurde in dieser Arbeit die chronisch lymphatische 
Leukämie (CLL) als Modell gewählt. Sie ist die häufigste Leukämie im Erwachsenenalter 
in Europa und den USA. Entscheidende Vorteile für experimentelle Untersuchungen 
bietet dieses Krankheitsbild vor allem durch die gute Zugänglichkeit der malignen Zellen 
aus dem peripheren Blut, sowie die gut etablierten Zellmarker und die Verfügbarkeit 
ausgereifter Isolierungstechniken. 
Im Laufe der antineoplastischen Therapie kommt es bei allen Patienten, bei einem meist 
sehr langsamen Krankheitsverlauf, früher oder später zum Auftreten von Resistenzen. 
Diese erschweren eine weitere effektive Behandlung dieser Erkrankung und erfordern 
den Einsatz anderer Medikamente (Foon et al., 1990). 
  
Da es bei dieser Erkrankung nicht zu einer gesteigerten Proliferation, sondern zu einer 
verlängerten Lebensdauer der von malignen Stammzellen ausgehenden B-
Lymphozyten kommt, befinden sich diese überwiegend in der G1/G0-Phase des 
Zellzyklus (Reed, 1998). Das erleichtert die Analyse von DNA-Reparaturprozessen 
erheblich, da es nicht zur Überlagerung mit Replikationsmechanismen und 
proliferationsbedingten Veränderungen kommt. Deshalb spielen bei dieser Erkrankung 
die Regulation der Zellzykluskontrolle und DNA-Reparaturwege, die hauptsächlich 
während der DNA-Replikation aktiv sind, eine eher untergeordnete Rolle.  
 
Die therapeutischen Maßnahmen richten sich daher primär auf die Induktion der 
Apoptose bei G1/G0-Zellen und nicht auf eine Reduktion der proliferativen Zellen. Daher 
werden zur Chemotherapie Medikamente benötigt die die gesamte Tumorzellpopulation, 
unabhängig von der DNA-Replikation, angreifen.  
Die konventionelle Therapie ist nicht kurativ und normalerweise werden Patienten nur 
behandelt, wenn die Krankheit symptomatisch wird oder schnell progredient ist. Die 
Richtlinien zur Behandlung wurden 1996 von der „National Cancer Institute Working 
Group“ festgelegt (Cheson, 1996). 
Auch wenn die neuen Therapieoptionen  eine erhöhte Rate und verlängerte Dauer der 
Remissionen aufweisen, so konnte bisher für die meisten Medikamente kein 
Überlebensvorteil in randomisierten, kontrollierten Studien festgestellt werden. Dies liegt 
vor allem daran, dass die Progression oder das Auftreten von Symptomen nicht immer 
mit der Überlebenszeit korreliert. Durch diese hohe Komplexität werden Interpretation 
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und Vergleiche der verschiedenen Therapieregime stark erschwert. Letztlich werden alle 
Patienten Therapie-resistent (Schriever et al., 2003). Diese limitierten Optionen bei der 
Therapie sind für Ärzte und Patienten frustrierend, so dass die Entwicklung neuer 
Medikamente für eine Verbesserung der Remission- bzw. Überlebenszeit notwendig ist. 
Dafür ist ein Verständnis der Resistenzentwicklung notwendig, um neue Angriffspunkte 
für Medikamente zu identifizieren. 
 
Um diese adaptiven Resistenzen zu überwinden, scheint eine Kombination von 
Substanzen mit unterschiedlichen Angriffspunkten sinnvoll. So konnte ein 
synergistischer Mechanismus von einer Kombination aus Fludarabin mit Oxaliplatin 
(Moufarij et al., 2006) und Fludarabin mit Cyclophosphamid gezeigt werden (Bellosillo et 
al., 1999). 
Für die Planung und den Erfolg einer (Kombinations-)Chemotherapie, könnten die 
genauen Kenntnisse der jeweiligen Kapazität der einzelnen DNA-Reparaturwege 
wichtige Hinweise liefern. In Zukunft könnten Medikamente in vitro mit Lymphozyten von 
CLL-Patienten getestet werden, um individuell die am besten wirksamen Medikamente 
und Dosierungen zu ermitteln. So könnten bessere Ansprechraten erreicht und frustrane 
Therapieversuche vermieden werden. 
 
4.1 Eine Vielzahl von Einflussfaktoren erschwert die Bestimmung 
der DNA-Reparaturkapazität 
 
Zur Bestimmung der Effektivität der DNA-Reparatur in Zellen gibt es verschiedene 
Möglichkeiten. Einerseits lässt sich mit geeigneten Nachweismethoden (wie z.B. 
spezifischen Antikörpern) messen, wie schnell bestimmte Schäden aus der DNA 
eliminiert werden. Zum anderen kann die Aktivität und Konzentration von Proteinen des 
DNA-Reparaturnetzwerks direkt bestimmt werden. Aufgrund der hohen Zahl beteiligter 
Proteine ist vorher jedoch eine Identifizierung von Schlüsselproteinen notwendig, da 
bisher nicht bekannt ist, welche Einzelkomponenten die Geschwindigkeit der DNA-
Reparatur maßgeblich bestimmen. 
Da Multiplex-Analysen auf Proteinebene technisch nach wir vor sehr schwierig 
durchzuführen sind und in der Regel nur begrenzt quantitative Aussagen zulassen, 
bieten sich für einen ersten Überblick über komplexe Funktionsnetzwerke 
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Genexpressionsanalysen mittels Microarrays an. Hierbei kann eine große Zahl von 
Genen gleichzeitig untersucht werden, um interessante Ziele zu identifizieren.  
Die Genexpressionsprofile lassen allerdings keinen Rückschluss auf die Aktivität, 
Phosphorylierung, Lebensdauer, Konzentration, intrazelluläre Lokalisation oder den 
Abbau der Proteine zu. Auch post-transkriptionelle Modifikationen oder die Stabilität der 
mRNA, die einen großen Einfluss darauf hat, wie viele Protein-Kopien von einer mRNA 
abgelesen werden, können mittels Microarray nicht beurteilt werden. 
Ein weiteres Problem können Punktmutationen oder Sequenzpolymorphismen in einem 
analysierten Gen darstellen, wenn sie das kodierte Protein in seiner Funktionsfähigkeit 
stark verändern. Problematisch wird dies, wenn die minimal veränderte Gensequenz 
nicht zu einer Störung der Hybridisierung auf dem Microarray führt und so die 
Expression eines funktionsfähigen Proteins vortäuscht. Andererseits wird in Einzelfällen 
durch die Mutation eine effektive Hybridisierung verhindert, obwohl das Protein 
funktionsfähig bleibt. 
Durch die Kombination der verschiedenen Methoden scheint eine Identifizierung von 
Schlüsselenzymen, die die DNA-Reparaturkapazität und damit die Chemotherapie-
Resistenz maßgeblich beeinflussen, am ehesten möglich.  
 
4.2 Neben der DNA-Reparaturkapazität können auch andere 
Ursachen zur Chemotherapie-Resistenz von Leukämie-Zellen 
beitragen 
 
Die Ursachen der Resistenzentwicklung gegenüber Chemotherapeutika werden nach 
wie vor kontrovers diskutiert. Es bestehen die Möglichkeiten des veränderten Transports 
(Bank et al., 1989; Panasci et al., 1988), einer veränderten Pharmakokinetik der 
Chemotherapeutika (Parsons et al., 1981 & 1984), der zytoplasmatischen 
Metabolisierung der Medikamente (z.B. wie GSH/GST) (Ribrag et al., 1996; 
Schisselbauer et al., 1990) und Beeinflussung durch das Ubiquitin / Proteasom System 
(Delic et al., 1993; Hershko et al., 1998). Im Hinblick auf die CLL hat sich für diese 
Parameter bisher jedoch kein großer Einfluss auf die Resistenzentwicklung 
abgezeichnet. 
Eine Änderung der Aktivität von mit der Apoptose assoziierten Proteinen wie Bcl-X und 
das Bcl2 : bax-Verhältnis konnten als Faktoren der Chemoresistenz identifiziert werden 
(Pepper et al., 1996 & 1999; Reed, 1998). In einer Studie der „Eastern Cooperative 
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Oncology Group“ konnte jedoch keine Korrelation zwischen in vitro Chemosensitivität 
gegenüber Fludarabin und Regulationsproteinen der Apoptose (Bcl-2, Bax, Mcl-1, Bak, 
Bag-1, Caspase 3) bei CLL-Patienten gefunden werden (Kitada et al., 1998). Auch von 
anderen Arbeitsgruppen konnte dieser Zusammenhang nicht bestätigt werden 
(Christodoulopoulos et al., 1997; Johnston et al., 1997). Daher bleibt der Stellenwert der 
an der Apoptose beteiligten Proteine weiterhin unklar. 
Eine Ausnahme bilden die 10-15 % der CLL-Patienten mit p53-Mutationen in den 
Tumorzellen, bei denen überwiegend eine Chlorambucil-Resistenz besteht (Begleiter et 
al., 1996; el Rouby et al., 1993; Johnston et al., 1997; Morabito et al., 1997; Wattel et 
al., 1994). Hierbei handelt es sich aber überwiegend um eine initiale Resistenz deren 
Ursache unklar ist. Bei der Resistenzentwicklung hingegen spielen p53 Mutationen 
anscheinend keine große Rolle (Christodoulopoulos et al., 1997).  
 
Demgegenüber häufen sich die Anzeichen, dass eine erhöhte DNA-Reparaturkapazität 
einen entscheidenden Faktor für die Resistenzentwicklung von CLL-Zellen darstellt.  
Bereits vor  30 Jahren wurde das Phänomen der Anpassung nach Schädigung durch 
Alkylanzien bei Bakterien beobachtet. Der biochemische Mechanismus der Adaptation 
ließ sich dabei auf die Regulation und Kapazität der DNA-Reparatur zurückführen 
(Eversen et al., 1982; Jeggo et al., 1978; Karran et al., 1982). Gegenüber DNA-
reaktiven Substanzen kam es sowohl bei Zelllinien als auch bei transgenen oder „knock-
out“ Mäusen zu Veränderungen der Chemosensitivität durch Modifikationen der 
verschiedenen DNA-Reparaturwege (Kawate et al., 1998; McWhir et al., 1993; Selfridge 
et al., 1982; Sobol et al., 1996). Mittlerweile ist eine erhöhte DNA-Reparaturkapazität 
auch für CLL-Zellen beschrieben (Deranio et al., 2005).  
 
Chlorambucil bildet durch eine Reaktion mit zellulären Makromolekülen Protein-Protein- 
oder Protein-DNA-Vernetzungen. Hauptsächlich interagiert es dabei mit den Guanidin-
Resten der DNA und bildet so Purin-Addukt-Komplexe (Bank et al., 1989). Außerdem 
können Intrastrang- und Interstrang-Vernetzungen durch kovalente Bindung an N7 des 
Guanins gebildet werden (Lawley et al., 1967). Vor allem diese Quervernetzungen 
haben ein hohes zytotoxisches Potential, da sie eine Trennung der DNA-Stränge 
verhindern. Dadurch werden essentielle zelluläre Prozesse wie die Transkription oder 
Replikation der DNA verhindert. 
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Durch die verschiedenen Addukte kommt es zu einer Beteiligung unterschiedlicher 
Reparaturwege. So konnte durch eine gesteigerte Reparaturleistung der NER 
(Buschfort et al., 1997; Geleziunas et al., 1991), der Einschritt-Reparatur via MGMT 
(Kaina et al., 2007) und des NHEJ (Deranio et al., 2005) eine Resistenzentwicklung 
beobachtet werden. 
 
Daher erfolgt in dieser Arbeit eine Konzentration auf die Betrachtung der verschiedenen 
DNA-Reparatursysteme, mit deren Hilfe die malignen Zellen die durch 
Chemotherapeutika induzierten DNA-Schäden effektiver entfernen können.  
 
4.3 Funktionelle Untersuchungen zeigen eine parallele Nutzung 
unterschiedlicher DNA-Reparaturwege zur Schadens-
prozessierung 
 
Ältere Analyseverfahren wie z.B. 32P-Post-Labelling modifizierter Nukleotide (Randerath 
et al., 1989), Immuno-Slot-Blot Verfahren (Nehls & Rajewsky, 1982) oder die Pulsfeld-
Gelelektrophorese (Southern et al., 1987) benötigen eine zu hohe Zellzahlen oder 
weisen eine zu geringe Empfindlichkeit auf. Der immunzytologische Assay 
(Adamkiewicz et al., 1985; Engelbergs et al., 1998; Seiler et al., 1993) hingegen ist in 
der Lage, spezifische DNA-Alkylierungsprodukte im Kern individueller Zellen zu 
erkennen. 
Da die meisten der sich im klinischen Einsatz befindlichen Chemotherapeutika wie z.B. 
Chlorambucil (Bank et al., 1989; Lawley et al., 1967) keine geeigneten Antikörper für 
eine Immunanalytik zur Verfügung stehen, andererseits bei experimentellen Substanzen 
wie EtNU ein breites Addukt-Spektrum abgedeckt werden soll, scheint der Einsatz des 
„Comet Assay“ (Singh et al., 1988; Tice et al., 2000) die effektivste Methode zur 
Beurteilung der zellulären DNA-Reparaturkapazität.  
Mit dieser Methode ist es möglich DNA-Strangbrüche zu messen, die in chemisch 
modifizierten DNA-Sequenzen entweder spontan auftreten oder mit der Exzisions-
Reparatur unterschiedlicher Schadenstypen assoziiert sind. Da die Alkylierung der DNA 
z.B. durch EtNU bei allen Proben gleich schnell abläuft, wird durch die unterschiedliche 
Kinetik der Inzisions-Prozesse die individuelle zelluläre DNA-Reparaturkapazität 
widergespiegelt.  
  4. Diskussion 
 
  81   
Nicht entfernte DNA-Addukte können ebenso wie durch Reparaturenzyme 
hervorgerufene persistierende DNA-Einschnitte zur Aktivierung apoptotischer 
Signalkaskaden führen. Für eine Bewertung der Reparaturleistung einer Zelle sind 
daher sowohl die initiale Anzahl der DNA-Einschnitte als auch die Dauer der Reparatur 
dieser Inzisionen wichtig.  
Welche Proteine für die großen individuellen Unterschiede bei der Beseitigung von 
DNA-Schäden und für die Resistenzentwicklung von malignen Zellen verantwortlich 
sind, konnte bisher nicht eindeutig geklärt werden. Viele Expressionsanalysen 
beschränken sich auf Untersuchungen an Zelllinien oder an Mausmodellen, während 
Untersuchungen an primärem, klinischem Tumormaterial weniger häufig durchgeführt 
wurden und oft widersprüchliche Ergebnisse zeigten.  
Diese kontroversen Resultate werden erst mit den wachsenden Kenntnissen über das 
funktionelle Zusammenspiel innerhalb des „damage response network“ verständlicher. 
So ist bei der DNA-Reparatur von Alkylierungsschäden beispielsweise nicht nur ein 
einzelner Mechanismus beteiligt, sondern ein komplexes Netzwerk verschiedener 
Prozesse die ineinander greifen. Zusätzlich zu den verschiedenen DNA-
Reparaturwegen besteht darüber hinaus ein enger Kontakt zur Zellzykluskontrolle und 
zu Proteinen, die in der Regulation der Apoptose eine Schlüsselrolle spielen.  
Das Ausmaß einer parallelen Nutzung von verschiedenen Reparaturwegen für einen 
Schadenstyp wurde bisher wenig untersucht. Die hier durchgeführten funktionellen 
Untersuchungen zeigen eine gleichzeitige Beteiligung verschiedener Reparaturwege 
(Abb. 16), die individuell sowohl in der gesamten Aktivität als auch in der prozentualen 
Beteiligung der einzelnen Reparaturwege große Unterschiede zeigen. Dabei ist nach 
wie vor unklar, ob für die gleiche Läsion wirklich eine parallele Nutzung vorliegt, oder ob 
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4.4  Genexpressionsanalysen identifizieren mögliche Schlüssel-
enzyme der DNA-Reparatur die entscheidend zur Resistenz-
entwicklung gegenüber Chemotherapeutika beitragen 
 
Die in den Cluster-Analysen gezeigte fehlende Korrelation zwischen dem 
Expressionsmuster der DNA-Reparaturgene bei CLL-Lymphozyten und dem 
Resistenzphänotyp hat eine Vielzahl von möglichen Ursachen. Neben den bereits 
erwähnten verschiedenen Möglichkeiten der klinischen Resistenzentwicklung gibt es bei 
der Microarray-Analyse eine Reihe von Fehlerquellen. So kann das Arrangement der 
Oligonukleotide auf dem Microarray ebenso einen Einfluss auf die Analyse und 
Normalisierung haben (Yang et al., 2002), wie die Technik, mit der die Oligonukleotide 
auf die Microarray-Matrix aufgetragen wurden (Schena et al., 1995; Shalon et al., 1996), 
oder Verunreinigungen der für die Produktion verwendeten Klone (Halgren et al., 2001). 
 
Daneben gibt es von der Produktion unabhängige Fehlerquellen (Churchill, 2002):  
a.) fehlerhafte Messung der Fluoreszenzsignale 
b.) technisch bedingte Variationen (Extraktion, Markierung, Hybridisierung)  
c.) natürliche Variabilität des biologischen Systems  
 
Daher wurden Microarrays mit Duplikaten der Oligonukleotide verwendet, um die 
Präzision zu erhöhen (Lee et al., 2000). Technisch bedingte Variationen wurden durch 
wiederholte Untersuchungen von Zell-Aliquots eines Patienten minimiert. Dabei stellte 
sich die biologische Variabilität als das größte Problem heraus. Um statistische 
Signifikanz zu erreichen, wurde eine möglichst große Anzahl von Patienten (n= 49) 
untersucht (Rosenbaum, 2001). 
Die Korrelation zwischen der Rate der Intensität von Oligonukleotid-Duplikaten auf 
einem einzelnen Microarray liegt typischerweise über 95 %. Dies wird oft als 
Demonstration der Reproduzierbarkeit von Expressionsdaten interpretiert. Wenn man 
aber die mRNA einer Probe aufteilt und auf zwei unterschiedlichen Microarrays 
hybridisiert, so fällt die Korrelation zwischen diesen Hybridisierungen meist auf 60-80%, 
oder zum Teil noch stärker, wenn zusätzlich der Markierungsfarbstoff vertauscht wird 
(Churchill, 2002).  
Zusätzlich zu diesen spezifischen Problemen des Microarray, ist durch eine 
unterschiedliche Beteiligung der verschiedenen Reparaturwege eine sehr individuelle 
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Zusammensetzung der provozierten Reparaturantwort möglich. So liegt der Anteil der 
BER an der DNA-Reparatur von EtNU-Addukten bei individuellen Zellproben zwischen 4 
und 100 % (siehe 2.3.3). Dadurch ist es möglich, dass eine differentielle Expression von 
spezifischen DNA-Reparaturwegen, die eine Resistenzentwicklung bedingen, bei 
Betrachtung von mittleren Expressionen aufgrund der hohen individuellen Varianz als 
nicht signifikant bewertet wird. So schwankt die Expression der Gene eines 
Reparaturweges selbst innerhalb einer Patientengruppe sehr stark (Abb. 28). Wenn 
man diese Beobachtungen berücksichtigt, konnte bei der Auswertung einzelner Proben 
z.T. ein positiver Zusammenhang zwischen der relativen Aktivität und der Expression 
mehrerer Gene mit einer Schlüsselposition in der BER festgestellt werden (Abb. 29, 
Tab. 4; CLL 767 - TDG - MYH - APE). Daher scheint eine individuelle Betrachtung der 
verschiedenen Reparaturwege und jeweiligen Schlüsselproteine notwendig. 
Bei Genen, die trotz der Mittelwertbildung im Gruppenvergleich differentiell oder auffällig 
hoch exprimiert sind (z.B. MYH, ATM, Mre11), ist eine genauere Betrachtung besonders 
interessant.  Hier liegt vermutlich trotz der individuellen Expressions-Unterschiede eine 
insgesamt für die jeweilige Therapiegruppe wichtige Abgrenzung zu anderen CLL-
Therapiegruppen vor. 
Diese Gene, deren Expression konform mit der funktionellen Reparaturkapazität oder 
mit dem klinischen Status entlang der Resistenzentwicklung reguliert werden, scheinen 
für eine abgestimmte Antwort auf DNA-Schäden essentiell zu sein. Damit ist von einer 
wichtigen regulatorischen Funktion dieser Gene im Reparatur-Netzwerk auszugehen. 
 
Wünschenswert wäre ein direkter Vergleich zwischen den physiologischen B-Zellen und 
den CLL-Lymphozyten des gleichen Patienten, um individuelle Schwankungen der 
basalen Expressionsmuster zu identifizieren. Dies ließ sich jedoch nicht durchführen, da 
die Hämatopoese bei fortschreitendem Krankheitsverlauf meist so stark gestört ist, dass 
es nicht möglich ist, normale Lymphozyten in ausreichender Zahl und Reinheit zu 
isolieren. Daher erfolgt in dieser Arbeit die Expressionsanalyse an Lymphozyten 
gesunder Spender. Auch diese Gruppe weist individuell unterschiedliche Genexpression 
auf, aber die Varianz ist wesentlich geringer als bei CLL-Lymphozyten. Dieses spricht 
einerseits für eine sehr starke Veränderung der einzelnen Reparaturwege während der 
malignen Transformation, andererseits könnte dies auch ein Zeichen eines allgemeinen 
Kontrollverlustes in der Genexpression bei malignen Zellen sein.  
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Die Veränderungen der Genexpression im Laufe der Resistenzentwicklung werden 
besonders deutlich, wenn die Veränderungen eines Patienten in verschiedenen 
Therapiestadien miteinander verglichen werden (Abb. 40).  Unabhängig von der 
Mittelwertbildung aller Proben, die wie beschrieben häufig die Betrachtung der 
Ergebnisse durch die starken Schwankungen der Expression erschwert, zeigt sich hier, 
welche Gene bei diesem individuellen Patienten zu einer Resistenzentwicklung 
beigetragen haben können.  
 
 
Abb. 40: Expression von Genen der DNA-Reparatur in Abhängigkeit vom Resistenz-Stadium. 
Expression (relative Signalintensität) von sensitiven und resistenten Lymphozyten eines Patienten 
im Laufe des Krankheitsverlaufs. A.) BER, B.) HR, C.) NHEJ, D.) NER. 
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Auch wenn sich daraus keine allgemein gültigen Aussagen ableiten lassen, ist aufgrund 
der Vielfalt von molekularen Veränderungen während des klinischen Verlaufs, dies eine 
Möglichkeit, bei einzelnen Patienten den Einfluss der DNA-Reparatur auf die 
Resistenzentwicklung genauer zu erforschen und daraus gegebenenfalls eine individuell 
angepasste Therapie abzuleiten.  
 
4.4.1 Bedeutung der Basen-Exzisions-Reparatur für die Resistenzentwicklung 
 
Eine strukturelle Modifikation von Basen ist die häufigste Form einer DNA-Schädigung 
in Zellen. Daher spielt die BER die Hauptrolle bei der Reparatur der häufigsten DNA-
Schäden (Lindahl et al., 1999; Wood, 1996). Endogene metabolische Schäden wie z.B. 
durch oxidativen Stress oder Methylgruppen-Transfer sind die Hauptursache (Demple et 
al., 1994; Izumi et al., 2003). Allerdings können auch durch externe Belastungen wie 
UV-Licht, ionisierende Strahlung oder Alkylanzien entsprechende Schäden verursacht 
werden (Lindahl, 1993). Durch spezifische Glykosylasen wie z.B. MYH (MutY Homolog)  
(Parker et al., 2003) können solche Läsionen erkannt und entfernt werden (Hashimoto 
et al., 2004). Dadurch werden Fehlpaarungen von Basen während der DNA-Replikation 
vermieden und die genomische Integrität wird gewahrt (Moriya, 1993). 
Von der Vielzahl der bekannten Glykosylasen zeigt dabei MYH als einzige eine 
differentielle Expression zwischen normalen- und CLL-Lymphozyten mit einer signifikant 
gesteigerten Genexpression bei CLL-Lymphozyten resistenter Patienten. 
Vererbte Defekte des MYH-Gens sind mit einer Häufung von kolorektalen Tumoren 
vergesellschaftet (Al-Tassan et al., 2002; Jones et al., 2002). Der „Knockout“ des MYH-
Gens bei Mäusen führt neben einer gesteigerten Tumorrate (Xie et al., 2004) zu  
gehäuften Mutationen in embryonalen Stammzellen (Hirano et al., 2003). Dies 
unterstreicht die enorme Bedeutung von MYH für den Erhalt der genomischen Stabilität.  
Weiterhin hat MYH über seine Interaktion mit dem Rad9 / Rad1 / Hus1-Proteinkomplex 
(9-1-1 Komplex) (Chang et al., 2005) regulativen Einfluss auf die Zellantwort nach DNA-
Schäden und führt so zum Zellzyklus-Arrest oder zur Apoptose (Zhou et al., 2000). 
Der 9-1-1 Komplex dient zusätzlich als Schadens-Sensor und als Komponente der BER, 
indem er mit weiteren Enzymen der BER wie Polymerase β (Toueille et al., 2004), FEN 
1 (Flap endonuclease 1) (Friedrich-Heineken et al., 2005; Wang et al., 2004), und DNA-
Ligase I (Smirnova et al., 2005; Wang et al., 2006) interagiert und diese stimuliert.  
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Eine Vielzahl der auftretenden Basenschäden und Fehlpaarungen während der DNA-
Replikation werden unter der Beteiligung von MYH repariert (Ohtsubo et al., 2000; 
Takao et al., 1999; Yeh et al., 1991). Dazu liegt eine Kopplung mit PCNA vor (Parker et 
al., 2001), da MYH ohne die Einwirkung von PCNA nur eine geringe Glykosylase-
Aktivität besitzt (Chang et al., 2002). Daher wurde bisher PCNA als wichtigstes Protein 
in der Koordination und Regulation der BER betrachtet (Kelman et al., 1998). Da sich 
die meisten CLL-Lymphozyten jedoch in der G1/G0-Phase des Zellzyklus befinden und 
keine Replikation stattfindet, scheint bei der CLL die Bedeutung von PCNA deutlich 
geringer zu sein. Die Regulation und Aktivierung der BER hängt damit vermutlich 
überwiegend von MYH und dessen Interaktion mit dem 9-1-1 Komplex ab. 
Denn bei geringen PCNA Konzentrationen, wie z.B. nach einer Inaktivierung durch p21, 
kann während eines durch DNA-Schädigung aufgetretenen Zellzyklus-Arrestes der 9-1-
1 Komplex die Rolle von PCNA übernehmen (Waga et al., 1994).  
Die Glykosylase-Aktivität von MYH wird durch den 9-1-1 Komplex um das 2,5-fache 
gesteigert (Shi et al., 2006), während eine erhöhte MYH-Expression zu einer 
Phosphorylierung von Hus1 führt. Auch wenn eine Phosphorylierung nicht essentiell für 
die Hus1-MYH Interaktion ist, so korreliert in vivo die Hus1-MYH Interaktion mit dem 
Grad der Hus1 Phosphorylierung (Chang et al., 2005). Nach ionisierender Bestrahlung 
ist die Interaktion zwischen Hus1 und MYH erhöht, während nur minimale Unterschiede 
in der Interaktion zwischen PCNA und MYH auftreten (Shi et al., 2006). Da eine 
Kreuzresistenz zwischen ionisierender Bestrahlung und Chlorambucil in CLL-
Lymphozyten besteht (Bentley et al., 1995), könnte MYH über seine Kopplung an den 9-
1-1 Komplex wichtigen Einfluss auf die Resistenzentwicklung haben. 
Aber auch wenn eine Funktionseinschränkung des MYH-Gens eine eingeschränkte 
DNA-Reparaturkapazität zur Folge hat, ist bisher unklar, ob eine erhöhte Genexpression 
wirklich eine verbesserte DNA-Reparatur bedingt. 
Allerdings scheint es, aufgrund seiner multiplen regulativen Eigenschaften auf andere 
Proteine und seiner Rolle bei der Erkennung und initialen Prozessierung von DNA-
Schäden, eine Schlüsselposition in der DNA-Reparatur einzunehmen.  
 
Durch eine beschleunigte Exzision von DNA-Addukten kann aber, bedingt durch eine 
gesteigerte Glykosylase-Aktivität, eine Häufung von sekundären DNA-Strangbrüchen 
auftreten. Diese haben ein hohes zytotoxisches Potential und können zur Apoptose 
führen (Coquerrelle et al., 1995; Fishel et al., 2003; Rinne et al., 2004). Um dieses zu 
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vermeiden, müssten die nachfolgenden Polymerisations- und Ligations-Schritte 
ebenfalls beschleunigt sein. Somit wäre eine erhöhte Expression der Polymerase- und 
Ligase-assoziierten Gene zu erwarten.  
Diese Erwartungen decken sich mit den durchgeführten Genexpressionsanalysen 
insofern, dass DNA-Polymerase β und DNA-Ligase III im Gegensatz zu Lymphozyten 
gesunder Probanden eine erhöhte Expression aufweisen. Allerdings gibt es keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Therapiegruppen. 
 
Der Bedeutung der BER für die Resistenzentwicklung wird in den funktionellen 
Untersuchungen deutlich, bei denen Zellen mit schnellem Reparatur-Phänotyp einen 
höheren Anteil der BER an der gesamten Reparaturleistung aufweisen. Bei CLL 767 
(Abb. 29) kommt es zu einer stark erhöhten MYH-Expression, die mit einem hohen 
BER-Anteil, klinischer Resistenz und einem schnellen Reparaturphänotyp assoziiert ist.  
 
Die in vitro und in vivo Aktivität von MYH kann außerdem von anderen Proteinen wie 
APE I oder MSH2 / MSH6 moduliert werden. Auf diese Weise ist die BER mit der 
Mismatch-Reparatur, der DNA-Replikation, der Zellzyklus-Kontrolle und 
Kontrollproteinen der DNA-Reparatur vernetzt (Lu et al., 2006). 
 
4.4.2 Bedeutung der Nukleotid-Exzisions-Reparatur für die Resistenzentwicklung 
 
Die NER wird durch Interstrang-Verknüpfungen oder unförmige („bulky“) Addukte 
aktiviert, wie sie von Alkylanzien oder platinierenden Substanzen hervorgerufen werden 
(Chaney et al., 1996). Die Daten zur Beteiligung der NER an der Resistenzentwicklung 
sind dabei widersprüchlich.  
Während zwar, wie bei den hier vorgestellten Ergebnissen, schon zuvor eine erhöhte 
Genexpression der Endonuklease ERCC1 gemessen wurde (Geleziunas et al., 1991), 
konnte andererseits keine Erhöhung der Proteinspiegel nachgewiesen werden 
(Bramson et al., 1995a). Insgesamt scheint die Aktivität der NER sowohl bei den 
Tumorzellen unbehandelter wie auch resistenter Patienten eher gering zu sein (Barret et 
al., 1996). Das wurde durch die Genexpressionsanalysen weitgehend bestätigt, da 
kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen Therapiegruppen bestehen und auch 
im Vergleich zu normalen Lymphozyten nur wenige Gene differentiell exprimiert sind.  
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Des Weiteren sind gegen Chlorambucil resistente CLL-Lymphozyten zwar komplett 
kreuzresistent gegen Melphalan und Mitomycin C und partiell kreuzresistent gegen 
Cisplatin, allerdings nicht kreuzresistent gegenüber UV-Licht. Da durch UV-Licht 
verursachte DNA-Schäden Substrate der NER sind, scheint es keine Hoch-Regulation 
dieses Weges in der Resistenzentwicklung gegenüber Alkylanzien zu geben (Bramson 
et al., 1995b). 
 
4.4.3  Bedeutung der Doppelstrangbruch-Reparatur für die Resistenzentwicklung 
 
Doppelstrangbrüche, die nicht repariert werden, können zur Apoptose (Rich et al., 
2000), zu Mutationen oder zu einer genomischen Instabilität aufgrund nicht-letaler 
Chromosomen Aberrationen führen (Richardson et al., 2000) und stellen so eine der 
größten Gefahren für die Zelle da.  
Homologe Rekombination (HR) und „non-homologous end-joining“ (NHEJ) sind die 
beiden wichtigsten Reparaturwege von DSB. Dabei ist NHEJ der Hauptweg zur 
Reparatur von DSB, die nicht mit der Replikation assoziiert sind, während DSB die an 
der Replikationsgabel oder in der G2-Phase auftreten überwiegend durch HR repariert 
werden (Khanna et al., 2001; van Gent et al., 2001). 
Da sich über 95 % der CLL Zellen in der G1/G0-Phase befinden (Reed, 1998), scheint 
die NHEJ die wichtigere Position in der Resistenzentwicklung dieser Zellen 
einzunehmen. So zeigen auch die Expressionsdaten keine differentiell exprimierten 
Gene der HR mit Ausnahme von ATM und nbs-1, die auch beim NHEJ eine wichtige 
Rolle spielen. 
 
4.4.4  Bedeutung des „non-homologous end-joining“ für die Resistenz-
entwicklung 
 
Da die Reparatur via NHEJ nicht, wie bei der HR, fehlerfrei abläuft, kann es bei der 
Reparatur zum Verlust von DNA-Sequenzen kommen. Während die Reparatur in 
sensitiven Zellen oft langsam abläuft, kommt es durch eine beschleunigte Reparatur bei 
resistenten CLL-Zellen zur Akkumulation von chromosomalen Aberrationen (Blaise et 
al., 2002). Besteht gleichzeitig eine Störung in der Regulation der Apoptose, kann es 
durch die entstehenden Mutationen und die genomische Instabilität zu einem 
aggressiveren Krankheitsverlauf kommen. 
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Die Chemosensitivität von CLL-Zellen korreliert mit der Aktivität einiger spezifischer 
Proteine wie z.B. der DNA-abhängigen Proteinkinase (DNA-PK) in vivo und in vitro 
(Muller et al., 1997 & 1998). Dieser Einfluss einzelner Proteine konnte durch den 
Einsatz spezifischer Inhibitoren wie z.B. NU7026 als DNA-PK Inhibitor untersucht 
werden. So konnte nachgewiesen werden,  dass der NHEJ-Reparaturweg abhängig von 
der DNA-PK Aktivität ist. Übereinstimmend mit den hier dargestellten Ergebnissen 
kommt es jedoch nicht zu einer steigenden Genexpression mit zunehmender Resistenz  
(Deranio et al., 2005). Die Regulation erfolgt hier überwiegend durch Proteinkinasen 
mittels Phosphorylierung über spezifische Signaltransduktionskaskaden.  
Auch DNA-Reparatur-Mutanten zeigen deutlich einen Zusammenhang zwischen der 
DNA-Reparatur und der Chemosensitivität. So gibt es eine Hypersensitivität gegenüber 
alkylierenden Substanzen bei Funktionsmutanten von XRCC-2, XRCC-3, Rad54, Ku70, 
Ku86 und DNA-PK (Caldecott et al., 1991; Essers et al., 1997; Hoy et al., 1985; Liu et 
al., 1998; Tanaka et al., 1993). Allerdings fehlen bisher Untersuchungen, ob eine 
gesteigerte Expression dieser Gene zu einer Chemoresistenz führen kann. Bei den 
durchgeführten Genexpressionsanalysen gibt es zwar bei einigen dieser Gene eine 
erhöhte Expression bei CLL-Lymphozyten, allerdings keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den Resistenzgraden.  
Dabei sind allerdings individuell starke Schwankungen der Genexpression erkennbar, 
so dass bei einzelnen CLL-Patienten durchaus ein Zusammenhang zur DNA-
Reparaturkapazität bestehen könnte. 
 
Ein weiterer wichtiger Bestandteil des NHEJ ist der MRN-Komplex, bestehend aus 
Mre11, Rad50 und Nbs1. Dieser spielt eine wichtige Rolle in der Zellantwort auf DNA-
Schäden. Als eines der ersten Proteine bindet der Komplex an DSB und wird für die 
Aktivierung der ATM-abhängigen Signaltransduktion und DNA-Reparatur benötigt 
(Stracker et al., 2004). Die enorme Bedeutung wird ersichtlich, wenn man sich 
Mutationen dieser Gene anschaut. Schon die Null-Mutation bei einem dieser Gene führt 
zur embryonalen Letalität bei Mäusen (Luo et al., 1999; Xiao et al., 1997; Zhu et al., 
2001). Beim Menschen führt ein Ausfall zur „Ataxia telangiectasia-like Disorder“ (ATLD) 
(Stewart et al., 1999). Dies legt nahe, dass ATM und Mre11 im selben DNA-
Reparaturweg eng aneinander gekoppelt tätig sind und notwendig sind, um eine  
Akkumulation von DSB zu vermeiden (Costanzo et al., 2001; Stewart et al., 1999). 
Darüber hinaus hat der MRN-Komplex noch weitere Aufgaben. Bisher wurde 
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angenommen, dass die beiden Reparaturwege bei DSB voneinander klar getrennt 
werden können (D’Amours et al., 2002; Paques et al., 1999). Jedoch zeigen neuere 
Erkenntnisse, dass HR und NHEJ kooperieren können (Allen et al., 2002 & 2003) und 
der MRN-Komplex für die Wahl des Reparaturweges maßgeblich verantwortlich ist 
(Yang et al., 2006). So werden Störungen der einzelnen Reparaturwege untereinander 
vermieden. Gleichzeitig bildet dies die Grundlage für eine Verknüpfung und Koordination 
von Schadenserkennung, der zellulären Signalantwort auf den Schaden, den für eine 
Bindung an die Schadensstelle notwendigen Umbau des Chromatins und der 
enzymatischen Reparaturwege.  
Dabei ist die Zellantwort dynamisch durch Wechselbeziehungen mit dem MRN-Komplex 
verknüpft und abhängig von Interaktionen, Phosphorylierungen und der Konformation 
der beteiligten Proteine (Hopfner et al., 2002a & 2002b; Moreno-Herrero et al., 2005).  
Aufgrund dieser vielen Einflussfaktoren lassen sich trotz der hohen Genexpression von 
Mre11 keine direkten Schlüsse auf die Resistenzentwicklung ableiten, v.a. da die 
individuelle Expression innerhalb aller Therapiegruppen außerordentlich stark schwankt 
(Abb. 31b). 
Die Rolle des MRN-Komplex in der Tumorgenese wird zunehmend klarer (Carney et al., 
1998; Varon et al., 1998), aber der Einfluss unterschiedlicher Aktivität dieses Komplexes 
auf eine Chemoresistenz ist bei der aktuellen Datenlage nicht eindeutig zu bewerten. 
Die Genexpression einzelner Komponenten des MRN-Komplex scheint dabei nicht das 
ausschlaggebende Kriterium für die Funktion zu sein, sondern eher Modifikationen der 
Konformation, die Phosphorylierung, sowie die Interaktion mit den anderen an der DNA-
Reparatur und der Zellzykluskontrolle beteiligten Proteine. Aus einer direkten Blockade 
von Proteinen des MRN-Komplex und einer daraus resultierenden Beeinträchtigung der 
DNA-Reparatur könnten sich neue Therapieoptionen ableiten lassen, allerdings sind die 
Nebenwirkungen einer solchen Therapie aufgrund der Verflechtung mit vielen 
Signaltransduktionskaskaden bisher nicht absehbar. 
 
4.4.5 Die Expression des ATM-Gens ist in resistenten CLL-Lymphozyten erhöht  
 
Eine Inaktivierung des „ataxia telangiectasia mutated“ (ATM)-Gens spielt eine wichtige 
Rolle in der lymphatischen Tumorgenese. Dies wird durch die Assoziation zwischen 
Mutationen des ATM-Gens und der hohen Inzidenz von lymphatischen Neoplasien bei 
Patienten mit AT und mit der Entwicklung von Lymphomen in ATM-defizienten Mäusen 
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deutlich. So ist das ATM-Gen in 18% der CLL-Patienten in den Tumorzellen mutiert und 
ein Verlust der Heterozygotie tritt in 14 % der Fälle auf (Bullrich et al., 1999). Diese 
Mutationen führen in den meisten Fällen zu einem deutlichen Absinken des ATM-
Proteinspiegels (Starostik et al., 1998). Allerdings ist trotz der gehäuft auftretenden 
sporadischen ATM-Mutationen bei CLL-Patienten der Zusammenhang zwischen ATM-
Inaktivierung und der Pathogenese der CLL weiterhin unklar (Pettitt et al., 2001; 
Schaffner et al., 1999; Stankovic et al., 1999).  
ATM existiert als inaktives Dimer oder Multimer in unbeschädigten Zellen. Nach einer 
DNA-Schädigung (z.B. durch Bestrahlung) kommt es zur Aktivierung der Kinase, 
Dissoziation der Dimere und einer Autophosphorylierung (Bakkenist et al., 2003). Vom 
ATM-Protein wird angenommen, dass es in verschiedenen biochemischen Wegen eine 
Rolle spielt und dabei die Erkennung und Reparatur von DSB mit anderen zellulären 
Prozessen, wie der Zellzyklus-Kontrolle und dem programmierten Zelltod vernetzt 
(Shiloh, 1997). Eins der bedeutsamsten Charakteristika von ATM-defizienten Zellen ist 
die hohe Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung. Dabei erfolgt die so induzierte 
Apoptose in Abhängigkeit von p53 (Meyn, 1995).  
ATM wird hierbei als Zellantwort auf einen DSB aktiviert und führt u.a. zu einer durch 
Phosphorylierung hervorgerufenen Aktivitätssteigerung von p53 (Abb. 41). Zusammen 
mit p53 hat ATM also Einfluss auf die Regulation der DNA-Reparatur, die Zellzyklus-
Kontrolle, die Apoptose und die zelluläre Proliferation. Dabei gilt ATM als Wächter des 
Genoms (Savitsky et al., 1995; Zakian, 1995).  
In Zusammenhang mit ATM-defizienten CLL-Zellen tritt häufig ein besonders 
aggressiver Krankheitsverlauf auf (Starostik et al., 1998). Die genauen Ursachen sind 
noch unklar. Wahrscheinlich akkumulieren diese Zellen, im Vergleich zu normalen 
Lymphozyten oder CLL-Lymphozyten ohne ATM-Mutation, viele unreparierte 
chromosomale Aberrationen nach einer DNA-Schädigung an (Stankovic et al., 2002). 
Dies entspricht also einer Hypersensitivität gegenüber DSB-induzierenden Agenzien,   
aufgrund einer eingeschränkten Reparaturfähigkeit (Levis et al., 1979; Metcalfe et al., 
1996; Taylor et al., 1996). Diese korreliert mit einer fehlenden Hoch-Regulation von p53, 
welche normalerweise nach einer DNA-Schädigung durch ATM induziert wird. Daraus 
könnte letztlich eine Abschwächung der von p53 abhängigen Apoptose und so trotz der 
Hypersensitivität gegenüber DSB ein gegenüber Chemotherapie refraktärer Phänotyp 
resultieren (Hawly et al., 1996; Xu et al., 1996).  
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Abb. 41: Nach einem DNA-DSB interagiert ATM mit vielen verschiedenen Proteinen, um einen 
Zellzyklus-Arrest zu induzieren, die DNA-Reparatur zu verstärken oder die Apoptose zu 
inhibieren. (nach Uhrhammer et al. 2002)  
 
Im Gegensatz zu einer Untersuchung von Starostik et al. (Starostik et al., 1998), die bei 
34 % der CLL-Patienten einen um mindestens 50 % (im Vergleich zu normalen 
Lymphozyten) erniedrigten ATM Proteinspiegel fanden, ist bei der hier durchgeführten 
Microarray-Analyse die Genexpression von ATM in CLL-Zellen durchgehend erhöht. 
Signifikant ist dieses Ergebnis jedoch nur in der resistenten Therapiegruppe. Aufgrund 
der vielfach beschriebenen kürzeren Überlebenszeit bei ATM-defizienten Patienten, 
könnte eine Selektion stattgefunden haben, so dass sich in der resistenten Gruppe 
weniger Patienten mit einer Mutation des ATM-Gens befinden. Dies könnte die höhere 
Expression in dieser Gruppe erklären. Bisher konnte noch kein objektiver klinischer 
Parameter gefunden werden, der die schlechte Prognose erklären kann. Auch fehlen 
aussagekräftige Untersuchungen, die ATM-Mutationen in Hinblick auf die 
Therapieresistenz und DNA-Reparaturkapazität geprüft haben, da beide Parameter 
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Auf eine erhöhte DNA-Reparaturkapazität bei hoher ATM-Expression und einer daraus 
resultierenden Therapieresistenz deutet eine Untersuchung an 10 resistenten CLL-
Patienten hin, bei denen weder ein Verlust des ATM Gens noch eine Mutation von p53 
vorlagen (Blaise et al., 2001). Für eine Rolle in der Resistenzentwicklung spricht 
weiterhin, dass nach ionisierender Bestrahlung eine Aktivitätserhöhung der ATM-Kinase 
um das 2,5-fache erfolgt (Canman et al., 1998; Pandita et al., 2000; Rotman et al., 
1999).  
Auch der bereits erwähnte MRN-Komplex hat einen modifizierenden Einfluss auf die 
Aktivität der ATM-Kinase. Bei einem Ausfall des Komplexes kommt es zu einer 
Verminderung der ATM-Aktivität (Mochan et al., 2003). Dies führt über eine Reduktion 
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5.  Zusammenfassung 
 
Der Verlust der Sensitivität von Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika stellt 
klinisch nach wie vor das größte Problem bei der Behandlung maligner Erkrankungen 
da. In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss DNA-Reparaturprozesse auf die 
Entwicklung einer Resistenz der Tumorzellen gegenüber DNA-reaktiven Substanzen 
haben.  
Ein Modell der Chemotherapie-Resistenz mit direktem Bezug zur klinischen Therapie 
stellt die chronisch lymphatische Leukämie (CLL) dar. Die Standardbehandlung mit 
alkylierenden Medikamenten wie z.B. Chlorambucil ist mit einer geringen Rate an 
kompletten Remissionen verknüpft. Die Fähigkeit der CLL-Zellen, Alkylierungsschäden 
der DNA durch eine Reparatur effektiv zu eliminieren, könnte den mangelnden 
Therapieerfolg erklären. 
Die systematische Untersuchung von normalen und CLL-Lymphozyten zeigte in 
funktionellen Tests nach einer Exposition gegenüber DNA-schädigenden Substanzen 
eine geringe interzelluläre aber eine hohe individuelle Varianz der DNA-
Reparaturkapazität. Die CLL-Zellen mit einer erhöhten Therapieresistenz zeigten eine 
schnellere DNA-Reparatur in den funktionellen Untersuchungen, ließen sich jedoch nicht 
anhand spezieller Expressionsmuster in den Clusteranalysen identifizieren. So konnte 
die erhöhte DNA-Reparaturkapazität dieser Zellen nicht auf eine differentielle 
Genexpression einzelner DNA-Reparaturwege zurückgeführt werden. Die extremen 
Unterschiede, sowohl in der individuellen Reparaturkapazität als auch in der relativen 
Nutzung der einzelnen Reparaturwege, deuten auf einen Verlust der Regulation des 
komplexen Reparaturnetzwerks hin. Allerdings korreliert die erhöhte Expression 
einzelner Gene (z.B. ATM, mlh6, MYH) mit der klinischen Therapieresistenz.  
Die in dieser Arbeit beschriebene Relevanz einzelner Gene könnte auf neue 
Angriffspunkte zur Überwindung einer Resistenz hindeuten. Auch könnte aufgrund der 
großen individuellen Unterschiede, sowohl der funktionellen Reparaturkapazität als auch 
der Genexpression, eine in vitro Testung von CLL-Zellen zu einer individualisierten 
Therapie jedes Patienten führen. So wäre es möglich Dosierungen und Medikamente für 
jeden Patienten (ähnlich einem Antibiogramm) individuell zu ermitteln, um durch eine 
gezielte statt einer kalkulierten Therapie frustrane Therapieversuche zu vermeiden. 
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9-1-1 Komplex Rad9 / Rad1 / Hus1 Proteinkomplex  
ABC   "ATP-binding cassette"APE    
AP   Apurin-Stellen 
APE   Apurin-Endonuklease 
AT(M)   Ataxia telangiectasia (mutated) 
ATLD   Ataxia telangiectasia-like Disorder 
ATP   Adenosintriphosphat 
ATR   "Ataxia telangiectasia and Rad3 related" 
BER   Basen-Exzisions-Reparatur 
cDNA   copyDNA 
Cisplatin  cis-Diamminodichloridoplatin 
CLL   chronisch lymphatische Leukämie 
cRNA   copyRNA 
CS   Cockayne-Syndrom  
Cy    Cyanin 
CYP   Cytochrom P  
DME   "drug metabolizing enzyme" 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNA-PK   DNA-abhängige Protein-Kinase 
dRP   5’-Deoxyribose-5’-Phosphat 
dRPase  DNA-Deoxyribophosphodiesterase  
DSB   Doppelstrangbruch  
DSBR   Doppelstrangbruch-Reparatur 
dsDNA  Doppelstrang-DNA 
DTIC   Dimethyl-trizeno-imidazol-Carboxamid 
EtNU   Ethyl-Nitrosoharnstoff  
FACS   "Fluorescence activated cell sorting" (Durchflusszytometrie) 
FEN-1   "Flap Endonuclease 1"  
G-/S-Phase  Gap-/Synthese-Phase   
GG-NER  global genomische Nukleotid-Exzisions-Reparatur  
GSH   SH-Gruppen tragendes Glutathion  
GST   Glutathion-S-Transferase  
HNPCC   "hereditary nonpolyposis colorectal cancer"  
HR   homologe Rekombination 
MAK   monoklonaler Antikörper 
MDR   "multi drug resistance" 
MeNU   Methyl-Nitrosoharnstoff  
MGMT   Methylguanin-DNA-Methyltransferase   
MMR   Mismatch-Reparatur 
MPG   DNA-3-Methyladenin Glykosylase 
Mre11   "Meiotic recombination 11 homolog" 
MRN   Mre11-Rad50-Nbs1 
mRNA   messengerRNA 
MTH1   Mut T Homolog 
MTT   3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
MX   Methoxyamin 
MYH   Mut Y Homolog 
7. Anhang 
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Nbs   Nibrin 
NER   Nukleotid-Exzisions-Reparatur 
NHEJ    "non-homologous end-joining" 
NL   Lymphozyten normaler Probanden 
PARP   Poly (ADP-Ribose) Polymerase 
PCNA   "Proliferating cell nuclear antigen" 
Pol-β   DNA-Polymerase β   
rel.   relativ  
RNA   Ribonukleinsäure  
Rnase   Ribonuklease 
RPA   "replication protein A" 
RT   Raumtemperatur  
SCID   "severe combined immunodeficiency syndrome"  
ssDNA   single strand DNA   
t1/2   Halbwertszeit  
TC-NER   Transkriptions-gekoppelte Nukleotid-Exzisions-Reparatur  
UTP   Uraciltriphosphat  
UV   Ultraviolett  
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